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I. Introduction 
 
 
Les protéines sont des molécules essentielles dans le développement et l’homéostasie 
des cellules. Leur mutation ou, un dérèglement de leur expression, ne leur permettant plus 
d’assurer leur fonction, entraîne les cellules sur une voie anormale qui peut entraîner 
l’apparition de maladies et de cancers. Ainsi, les protéines peuvent jouer le rôle de 
biomarqueurs dans de nombreuses pathologies. Le diagnostic ou le pronostic de certaines 
maladies se basent notamment sur la présence de plusieurs de ces biomarqueurs. Il est donc 
nécessaire d’avoir des outils et des techniques de détection spécifique. En dehors d’une haute 
spécificité, la détection d’un biomarqueur se doit également d’être sensible. En effet, la 
détection précoce de biomarqueurs (détection en faible concentration dans les fluides 
biologiques) au cours d’une maladie, ou avant l’apparition des symptômes de celle-ci, devrait 
permettre de développer des traitements plus ciblés tout en évitant d’attendre des stades 
graves de la maladie. A l’heure actuelle, pour répondre à cette problématique, la technique 
plus répandue consiste à doser une protéine biomarqueur par la méthode immuno-
enzymatique ELISA (enzyme-linked immunoassay arrays). Malgré ces avantages (simplicité, 
sensibilité…), cette technique reste une méthode de mesure indirecte car elle ne permet pas 
l’identification du biomarqueur mais permet seulement l’observation de son interaction avec 
l’anticorps qui le reconnaît spécifiquement. Cette technique n’est donc pas exempte de biais 
de mesure liés aux interactions non spécifiques inhérentes à toute interaction biologique. Une 
méthode directe consisterait en la mesure d’un signal provenant directement du biomarqueur à 
détecter. Ce signal peut être sa signature spectrale Raman. En effet, le spectre Raman d’une 
protéine est unique et caractéristique de la protéine étudiée, ou plus généralement de la 
matière analysée et assure donc l’identification structurale de la protéine. Malheureusement, 
la section efficace de la diffusion Raman est très faible et induit donc un signal difficilement 
détectable. Pour observer de faibles concentrations de molécules, il est alors nécessaire 
d’augmenter le signal Raman par l’intermédiaire de la diffusion Raman exaltée de surface 
(DRES). Cette dernière méthode est basée sur l’exploitation des propriétés optiques des 
nanostructures métalliques. En effet, soumis à une excitation électromagnétique, les électrons 
libres du métal vont se mettre à osciller, créant ainsi un mode propre d’oscillation appelé 
plasmon. Dans le cadre de nanoparticules métalliques, ce dernier porte le nom de plasmon de 
surface localisé (PSL), car il est confiné dans la nanoparticule. Sous certaines conditions, ces 
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PSL peuvent entrer en résonance avec une onde électromagnétique excitatrice induisant ainsi 
la résonance des plasmons de surface localisés (RPSL), qui se manifeste à une longueur 
d’onde bien précise. La position de la RPSL est liée aux paramètres géométriques de la 
nanoparticule, mais également de son environnement immédiat. Par conséquent, la présence 
d’une protéine au voisinage de la nanoparticule entraîne un changement de l’environnement et 
donc de la position de la RPSL. Un autre avantage de la RPSL est qu’elle crée localement une 
exaltation du champ électromagnétique et elle va ainsi entraîner l’exaltation des processus 
optiques localement autour des nanoparticules. Cette exaltation locale peut ainsi induire 
l’exaltation de la diffusion Raman provoquant le processus de la DRES. Ces deux méthodes 
de mesures, RPSL et DRES, sont donc applicables à la conception d’un dispositif de 
biocapteur, destiné à la détection sensible et spécifique de biomarqueurs. 
Ce manuscrit décrit le travail sur l’optimisation d’un biocapteur sensible, reproductible 
et spécifique. Avant de discuter les différents travaux, qui sont exposés sous forme d’articles, 
une introduction globale des protéines (structures et fonctions), de la RPSL, de la DRES ainsi 
que sur quelques techniques de fabrication des nanostructures sont détaillés dans ce mémoire. 
Ensuite, mes premiers travaux sur la détection de protéines grâce au décalage de la position de 
la RPSL, induit par les protéines, sont présentés. Puis, le développement d’un biocapteur 
utilisant la DRES est exposé. Dans ce but, une optimisation de différentes nanostructures 
(cylindres, bâtonnets) a été réalisée avant de les appliquer pour la détection de protéines. 
Deux techniques de production des nanostructures ont été considérées: la lithographie par 
nanoimpression et la lithographie électronique. Les biocapteurs développés à partir de ces 
méthodes de production ont été validés avec succès pour la détection de l’avidine, ainsi que 
pour la détection d’un biomarqueur, la Manganèse SuperOxide Dismutase (MnSOD), dont le 
niveau d’expression est associé à différentes pathologies. Au delà de la simple détection, nous 
avons également développé une application originale de la DRES dans le cadre de l’étude 
structurale des protéines. En effet, la fonction d’une protéine étant étroitement liée à sa 
structure, l’analyse structurale, en plus de leur taux d’expression ou de leur localisation dans 
la cellule, peut être un atout majeur dans la compréhension de la progression de certaines 
maladies. Ainsi, nous avons démontré qu’il est possible d’observer des variations de structure 
induites par certaines modifications post-traductionnelles en liant directement la protéine sur 
des nanostructures métalliques. Ainsi, le niveau d’activité de la protéine spleen tyrosine 
kinase, Syk, mesuré par Western Blot (WB), a pu être mis en lien direct avec sa structure 
identifiée par DRES.   
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II. Les protéines 
 
 
Les organismes vivants sont constitués d’un nombre variable de cellules qui les définit 
comme des organismes unicellulaires ou pluricellulaires. Ils sont composés de cellules 
procaryotes, comme les bactéries, ou de cellules eucaryotes, comme chez l’homme, dont la 
principale différence par rapport aux cellules procaryotes réside dans la présence de 
membranes. Plus complexes, ces dernières cellules possèdent plusieurs organites, tels que le 
réticulum endoplasmique, l'appareil de Golgi, les mitochondries et un noyau contenant 
l’information génétique codée par l'acide désoxyribonucléique (ADN). A la base de toute 
cellule vivante, l'ADN est une molécule formée de deux brins, dont chacun est constitué d'une 
succession de nucléotides (l’adénine, la cytosine, la guanine ou la thymine). Complémentaires 
deux à deux (adénine avec thymine et cytosine avec guanine), l’association de ces nucléotides 
est à l'origine de la double hélice d'ADN, qui associée à des protéines (les histones) forme les 
chromosomes constitués de sous-unités, appelés les gènes. Chez l’homme, les 46 
chromosomes présents dans chacune des cellules représentent environ 30 000 à 70 000 gènes, 
mais seulement 1 à 4% de la séquence d’ADN codent pour les protéines. L'expression des 
gènes en protéines passe par la transcription de l'ADN en acide ribonucléique (ARN), et plus 
particulièrement en ARN messager (ARNm), qui lui-même est traduit en séquence de résidus 
d’acides aminés composant les protéines. Ces dernières sont essentielles à la vie de la cellule 
car, par leur fonction, elles participent à la majorité des activités cellulaires qui permettent le 
fonctionnement normal d’un organisme. La fonction d’une protéine repose sur sa structure 
tridimensionnelle. Cette dernière est dépendante non seulement de sa séquence en acides 
aminés (ou chaîne polypeptidique) mais également de son environnement. Par conséquent, 
des modifications impliquant des résidus d’acides aminés de la séquence protéique, comme 
des mutations ou des phosphorylations, ou encore une localisation cellulaire différente de la 
protéine, peuvent induire des variations dans la fonction protéique. Ces variations 
fonctionnelles peuvent affecter l'activité et donc l’intégrité cellulaire. Ces perturbations 
structurelles et fonctionnelles d’une protéine peuvent entraîner l'apparition de syndromes, de 
maladies ou de cancers. Il est donc important de caractériser la structure des protéines afin de 
pouvoir définir leurs fonctions dans des contextes normaux et pathologiques.  
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II.1.  Les structures protéiques 
 
Une protéine est identifiée et caractérisée par sa structure qui se décompose en quatre 
niveaux (primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire). La structure primaire est définie par la 
séquence linéaire des résidus d’acides aminés de la chaîne polypeptidique tandis que la 
structure secondaire indique comment ces résidus entrent en interaction pour s’organiser en 
sous-structures locales. Les deux autres niveaux structurels que sont le tertiaire (agencement 
stable dans l’espace des différents repliements locaux) et le quaternaire (dans le cas d’une 
protéine formée de plusieurs sous-unités) donnent naissance à la structure tridimensionnelle 
de la protéine, et par conséquent définissent sa fonction. Les différents niveaux de structure 
étant liés entre eux, une variation de la structure primaire peut induire un changement de la 
structure tridimensionnelle d’une protéine et aboutir à la perte, ou à l’altération de sa fonction 
dans la cellule. 
 
 
II.1.1  De la structure primaire à la structure quaternaire 
 
La structure primaire est une représentation linéaire de l’enchaînement des résidus 
d’acides aminés composant la protéine. En 1951, Sanger et Tully ont été les premiers à 
déterminer expérimentalement la séquence, et donc la structure primaire, d'une protéine 
appelée l'insuline [1]. Transcrite puis traduite à partir du gène d’une cellule, cette séquence 
ordonnée et unique définit la structure et la fonction d’une protéine. Une étude des structures 
primaires de différentes protéines permet de regrouper ces protéines en famille moléculaire, 
donnant des informations sur leurs fonctions potentielles. Une comparaison des séquences 
d’acides aminés permet de définir des domaines ayant une même fonction. Tous les acides 
aminés, qui sont au nombre de 21, sont construits selon le même modèle structural. En effet, 
ils ont des groupes fonctionnels amine (NH2) et carboxyle (COOH), ainsi qu’une chaîne 
latérale qui est propre à chaque acide aminé. La réaction entre le groupe amine d'un acide 
aminé et le groupe carboxyle d'un second acide aminé permet la création d’une liaison 
covalente, appelée liaison peptique. Cette réaction aboutit également à la création d’une 
molécule d’eau (H2O) (Figure 1).  
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Figure 1: création d’une liaison peptidique entre deux acides aminés 
 
L’ensemble des liaisons peptidiques, qui est généré au cours du processus de traduction 
de l’ARNm, donne ainsi naissance à une chaîne polypeptidique. Dans ce squelette (N-C-C), 
où C représente l’atome de carbone sur lequel se situe la chaîne latérale R (Figure 1), le 
premier acide aminé garde son groupe amine libre et correspond à la partie N-terminale de la 
protéine, alors que le résidu dont le groupe carboxyle est libre correspond à la partie C-
terminale. D’autre part, plusieurs acides aminés sont composés d’atomes d’oxygènes (O) et 
d’hydrogènes (H) qui ne sont pas impliqués dans la liaison peptidique mais interviennent dans 
des liaisons hydrogènes (H-O) capables d’induire des repliements de la chaîne 
polypeptidique. En dehors de ces deux groupes (NH2 et COOH), les chaînes latérales des 
résidus d’acides aminés jouent un rôle important sur les propriétés physicochimiques de la 
protéine et sont à l'origine de sa structure secondaire. En effet, les acides aminés étant par 
définition des molécules amphotères, c’est-à-dire qu’ils peuvent agir comme des acides et 
comme des bases. Lorsque l’acide aminé est à l’état de zwitterion, il est globalement neutre 
mais ses groupes terminaux sont chargés, son groupement C-terminal est chargé négativement 
alors que son groupement N-terminal est chargé positivement et que sa chaîne latérale est 
ionisable. Ces propriétés permettent la titration d’un acide aminé et le calcul des valeurs des 
constantes pKa du COOH, du NH3 et de la chaîne latérale tout en définissant la valeur du pHi; 
pH auquel la charge de l’acide aminé est nulle. Les acides aminés sont également caractérisés 
par des valeurs attribuées sur l’échelle d’hydrophobicité de Kyte et Doolittle, avec l’arginine 
qui est très hydrophile ou l’isoleucine qui est très hydrophobe. L’ensemble de ces propriétés 
permet une classification des acides aminés qui sont regroupés en fonction de la nature de 
leurs chaînes latérales: aliphatique, hydroxylés/soufrés, cycliques, aromatiques, basiques et 
acides. Ils sont également classés en fonction de la polarité et de la charge des chaînes 
latérales à pH neutre. Par exemple, les acides aminés apolaires, qui sont hydrophobes, se 
trouvent généralement au cœur d’une protéine. Afin d’exclure tout contact avec le solvant 
aqueux, ces acides aminés se rapprochent les uns des autres pour créer des interactions 
hydrophobes. Ils participent ainsi à la formation des repliements locaux dans la structure 
 
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secondaire d’une protéine. A l'opposé, les acides aminés polaires sont généralement 
hydrophiles et sont situés au contact des molécules d’eau, à l’extérieur de la protéine. La 
polarité des acides aminés n’est pas le seul paramètre induisant des interactions entre eux. 
L’atome d’oxygène, à charge partielle négative, forme un dipôle électrique avec l’amine, à 
charge partielle positive. 
La modélisation de la liaison peptidique démontre que les atomes d’azote (N), 
d’hydrogène, d’oxygène et de carbone (C) de la liaison peptidique sont coplanaires permettant 
un encombrement stérique minimal. Ce modèle donne une rigidité à la liaison peptidique qui 
conduit à un squelette défini et stable. De plus, les degrés de liberté de rotation des atomes 
aux extrémités de la liaison permettent l’adoption de différentes conformations dans l’espace. 
Ce modèle propose qu’il existe deux angles de rotation possibles. Le premier implique la 
liaison N-C, qui représente le lien avec l’acide aminé précédent, et le second reliant l’acide 
aminé suivant, via la liaison C-C. Ces angles dièdres sont respectivement noté  et  (Figure 
2). 
 
 
Figure 2: représentation des angles dièdres dans la chaîne polypeptidique 
 
Toutefois, les valeurs des angles dièdres sont limitées et restreignent les rotations car ils 
ne sont pas tous énergétiquement favorables. Ramachandran et al. ont théoriquement 
déterminé différentes combinaisons possibles pour les angles  et  [2]. Une représentation 
graphique, appelé diagramme de Ramachandran, indique trois zones favorables. En pivotant 
autour de ces angles, la chaîne polypeptidique s’oriente dans les trois directions de l’espace en 
autorisant des interactions entre acides aminés éloignés (liaisons hydrogènes, ponts disulfures, 
interactions de Van der Waal, etc). Par exemple, les liaisons hydrogènes potentielles entre 
résidus permettent la formation de différentes structures secondaires, comme les hélices , les 
feuillets  et les coudes. 
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Une protéine est donc composée de plusieurs structures secondaires reliées les unes aux 
autres. Les hélices  et les feuillets  représentent en proportion la majorité de la structure 
secondaire d’une protéine. C’est en 1951 que Pauling et Corey ont prédit l’agencement des 
acides aminés en forme d’hélices et de feuillets [3]. Expérimentalement, les hélices  ont été 
observées pour la première fois lors de la cristallisation de la protéine myoglobine [4] alors 
que les feuillets  ont quant à eux été identifiés grâce à la structure de la lysozyme [5]. Les 
hélices  sont obtenues par des interactions faibles entre les groupes NH et CO des acides 
aminés peu espacés et compris sur un segment continu. Les caractéristiques d’une hélice α 
comprennent l’existence de 3,6 résidus par tour [3, 6] (Figure 3.a) et des angles dièdres 
d’environ -65° et -40° ( et , respectivement. Ces hélices  constituent des structures en 
forme de bâtonnets et sont favorisées par des chaînes latérales ne portant pas de charge et dont 
l’encombrement stérique est faible. Concernant les feuillets , ils résultent d’interactions 
faibles entre les groupes NH et CO des acides aminés de segments différents qui 
appartiennent à la même chaîne ou à des chaînes différentes. Une caractéristique des feuillets 
 est la valeur importante des angles dièdres  et qui sont en moyenne de -110° et 120° 
respectivement [7-9]. Deux types de feuillets sont distingués avec les feuillets β parallèles 
(Figure 3.b) et les feuillets β antiparallèles (Figure 3.c). On parle de feuillets  parallèles 
lorsque les chaînes superposées vont dans le même sens peptidique, et de feuillets  
antiparallèles lorsque les chaînes adjacentes vont dans un sens peptidique contraire. Ces 
derniers sont plus stables car les liaisons hydrogènes subissent une plus faible distorsion. Les 
hélices α et les feuillets β sont reliés par des coudes, qui sont des conformations non 
répétitives à résidus polaires, permettent des changements de directions de la chaîne 
polypeptidique. Ils sont indispensables à la formation de feuillets  antiparallèles. 
 
 
Figure 3: schéma a) d'une hélice , b) d'un feuillet  parallèle et c) d'un feuillet  antiparallèle 
8 
 
L’enchaînement et le repliement des hélices , des feuillets  et des coudes d’une 
chaîne polypeptidique conduisent à la formation de la structure tertiaire d’une protéine. Plus 
complexe que la structure secondaire, la structure tertiaire correspond à un agencement stable 
dans l’espace de la protéine. Cette structure permet à la protéine d’acquérir une fonction dans 
les cellules. La formation de cette structure implique différents types de liaisons. Ce sont des 
liaisons non covalentes, comme les liaisons hydrogène, et des liaisons covalentes, comme les 
ponts disulfure (S-S). Ces derniers mettent en jeu deux résidus cystéine liant leur atome de 
soufre (S) suite à une réaction d’oxydation. Pour être rompus, des agents réducteurs (par 
exemple le -mercaptoéthanol) doivent être utilisés. Contrairement aux liaisons covalentes 
(liaisons fortes) que sont les liaisons peptidiques et les ponts disulfures, les autres liaisons, 
comme les ponts salins (liaisons ioniques entre groupement de charges de signes opposés), ou 
les liaisons hydrogène (interactions électrostatiques entre dipôles), peuvent être facilement 
rompues. En effet, la nature du solvant, la température, le pH ou encore les forces ioniques 
influencent la structure d’une protéine. De plus, la présence d’agents oxydants, réducteurs ou 
de détergents ont également une répercussion sur la structure tertiaire d’une protéine. Une 
perte de cette structure, appelée aussi conformation native d’une protéine car elle n’a subit 
aucune modification, entraîne une perte de la fonction de la protéine démontrant l’influence 
de l’environnement sur la structure tertiaire responsable de la fonction d’une protéine. 
Un dernier niveau de structure protéique, le quaternaire, résulte de l’association de 
différentes protéines (sous-unités) aboutissant à un complexe protéique fonctionnel. Cette 
structure quaternaire met en jeu des liaisons covalentes et non covalentes (identiques à celles 
décrites précédemment) qui permettent l’association de sous-unités protéiques. Par exemple, 
la protéine d’hémoglobine fonctionnelle est constituée par l’association des sous-unités 
protéiques  et .  
 
 
II.1.2  Modulation des différents types de structure 
 
Nous venons de voir que les différents niveaux de structures d’une protéine sont liés et 
font intervenir des liaisons non covalentes et covalentes entre résidus d’acides aminés d’une 
même chaîne polypeptidique, ou entre deux chaînes. Les structures des protéines sont 
modulées par des modifications post-traductionnelles, qui se définissent comme des 
événements biochimiques se déroulant sur une protéine après sa synthèse. Ces modifications 
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post-traductionnelles impliquent des modifications des caractéristiques d’un résidu d’acide 
aminé. Parmi plus de 400 modifications post-traductionnelles répertoriées, la phosphorylation 
d’un acide aminé est la plus étudiée. Elle est obtenue par l’interaction entre le groupe alcool 
des acides aminés et un groupe phosphoryle. Le transfert de ce groupe phosphoryle vers un 
résidu d’acide aminé se fait par une catégorie de protéine appelée les kinases. La plupart des 
modifications post traductionnelles étant réversibles, il existe une autre catégorie d’enzyme 
dont la fonction est d’enlever le groupe phosphoryle, ce sont les phosphatases. Pour les 
cellules eucaryotes, les résidus d’acides aminés concernés par la phosphorylation sont la 
sérine, la thréonine et la tyrosine, tandis que pour les cellules procaryotes ce sont l’histidine et 
l’acide aspartique. Le groupe phosphoryle étant doublement chargé négativement, sa présence 
engendre une perturbation électrostatique autour du résidu phosphorylé. La phosphorylation a 
alors un impact sur la structure locale ainsi que sur la structure globale de la protéine [10-12]. 
Elle augmente la stabilité de la structure par la création de ponts salins ou de liaisons 
hydrogènes à partir du résidu modifié [10, 11]. Elle induit des changements locaux de 
structure, qui peuvent provoquer un passage d’une structure ordonnée à une structure 
désordonnée, ou inversement, ainsi que des perturbations sur les hélices  [11, 12]. Mais la 
phosphorylation, comme les autres modifications post traductionnelles, n’affecte pas 
uniquement les structures secondaire et tertiaire, elle joue également un rôle important sur 
l’activité enzymatique de la protéine et sur sa capacité à interagir avec d’autres protéines [11]. 
 
 
II.1.3  Outils bioinformatiques et structures 
 
En dehors des techniques expérimentales utilisées pour déterminer les structures des 
macromolécules biologiques, des outils bioinformatiques ont été développés pour les prédire. 
Des méthodes statistiques basées sur l’analyse de la fréquence des acides aminés présents 
dans certaines régions des protéines permettent de déduire la structure secondaire des 
protéines [6, 13]. D’autres modèles basés sur les propriétés chimiques (polarité, 
hydrophobicité, point isoélectrique, etc) sont également utilisés pour établir un lien entre la 
structure primaire et la structure globale [14, 15]. Ces techniques permettent donc de 
modéliser la structure d’une protéine, ainsi que l’agencement spatial des acides aminés. Par 
ailleurs, des études théoriques montrent que la phosphorylation entraîne des changements de 
structure et donc de la fonction de la protéine [16, 17]. 
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Dans la section II.1, nous venons de discuter des différents niveaux de structures d’une 
protéine, des paramètres qui peuvent influencer sa structure globale. C’est cette structure 
tertiaire qui définie les fonctions de la protéine. Celles-ci sont nombreuses et variées. Dans la 
section suivante, nous allons en présenter quelques unes qui sont assurées par les protéines à 
l’intérieur des cellules. 
 
 
II.2  Les fonctions des protéines 
 
Dans les cellules, les protéines ont des rôles divers. On peut ainsi classer les protéines 
dans différentes catégories: 
 les protéines de structure, qui donnent leur forme aux cellules 
 les protéines de transport, qui permettent le déplacement de molécules 
 les protéines régulatrices, qui contrôlent l'expression ou l'activité d'autres protéines 
 les protéines de signalisation, qui transmettent un signal venant de l'extérieur vers 
l’intérieur de la cellule 
 les protéines motrices, qui permettent aux cellules de se déplacer 
 
Les cellules, qu'elles soient eucaryotes ou procaryotes, maintiennent leur forme dans 
l’espace grâce aux protéines de structures. Celles-ci constituent le cytosquelette qui confère à 
la cellule ses propriétés mécaniques. Le cytosquelette est notamment à l'origine de la forme de 
la cellule ainsi que de son ancrage sur d'autres cellules via les membranes. Il peut être 
décomposé en trois catégories, des polymères de protéines: les filaments d'actines, les 
microtubules et les filaments intermédiaires. La formation ainsi que l’organisation de ces 
différents polymères sont assurées par d’autres protéines qui ne font pas parties de la 
catégorie des protéines de structure. 
Le transport des molécules de l'extérieur vers l’intérieur de la cellule, ou inversement, 
peut se faire par simple diffusion ou avec l'aide des protéines de transport. La diffusion des 
molécules se produit généralement lorsqu'il y a un gradient de concentration; la molécule 
allant de la zone la plus concentrée vers la moins concentrée. Les ions, qui sont de petites 
molécules, peuvent relativement facilement traverser la membrane, et par conséquent ne 
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nécessitent pas l'intervention de protéines. Les protéines de transport assurent deux types de 
transport: le transport passif qui ne nécessite pas d’énergie (canaux ioniques) et le transport 
actif, qui a besoin d’énergie. Elles permettent de maintenir un équilibre de charge, et donc de 
pH, entre l'intérieur et l'extérieur de la cellule. La majorité des protéines de transport est 
spécifique et ne peut transporter qu'un seul type de molécule. 
Les protéines régulatrices contrôlent l’expression et l’activité d’autres protéines, ou 
encore divers paramètres intracellulaires. Par exemple la concentration d’agent oxydatif est 
contrôlée par les protéines de la famille superoxide dismutase, notamment la MnSOD 
(Manganèse SuperOxide Dismutase). Les protéines de régulation assurent par exemple un 
équilibre de l’expression des protéines, ainsi que de l’expression des gènes. 
Les protéines de signalisation permettent la transmission d'un signal extérieur vers 
l'intérieur de la cellule, entraînant une réponse de celle-ci. Suite à une stimulation extérieure, 
comme la liaison d’une molécule sur un récepteur membranaire, les protéines de signalisation 
sont activées. Ces protéines permettent la propagation intracellulaire de cette stimulation en 
interagissant avec d’autres protéines. Cette cascade de signalisation est transmise du 
cytoplasme jusqu’au noyau où se situe l’ADN, et permet à la cellule d’interpréter la 
stimulation extérieure en induisant une réponse cellulaire appropriée. Durant ce processus, des 
modifications post traductionnelles des protéines de signalisation peuvent se produire afin de 
permettre des modifications de leur structure engendrant des changements fonctionnels 
comme leur capacité à interagir avec d’autres protéines. Ainsi, dans les cellules B stimulées, 
la protéine cytoplasmique Syk (Spleen Tyrosine Kinase) est phosphorylée et interagit avec 
d’autres protéines pour transmettre un signal. 
Les protéines motrices permettent aux cellules de se déplacer. Elles sont capables 
d’utiliser une source d’énergie, comme l’ATP, pour produire un mouvement linéaire ou 
circulaire. Elles peuvent se fixer à une fibre, comme un filament d’actine, et se déplacer le 
long de son axe. La réplication et la transcription de l’ADN sont possibles grâce à la 
participation de protéines motrices qui se déplacent le long de la séquence. 
 
 
Les quelques fonctions présentées ci-dessus ne sont qu’un aperçu des différents rôles 
réalisés par les protéines. Si les protéines n’assurent plus leurs activités, le bon 
fonctionnement de la cellule est perturbé. Dans la section suivante, nous présentons les 
activités normales et altérées de deux protéines exprimées dans des cellules chez l’homme. La 
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première présentée est la protéine MnSOD, dont la fonction est d’agir contre le stress 
oxydatif. La seconde protéine est Syk, dont le rôle principal est de participer à la signalisation 
des récepteurs immuns. En dehors du contexte normal, ces deux protéines sont impliquées 
dans divers cancers et maladies. 
 
 
II.3  Structure-fonction de deux protéines: MnSOD et 
Syk 
 
II.3.1  Manganèse SuperOxide Dismutase: MnSOD 
 
Chez les mammifères, la famille des SuperOxide Dismutase (SOD) regroupe trois 
protéines (SOD1: CuSOD, SOD2: MnSOD, SOD3: ecSOD) codées par différents gènes et 
localisées dans des compartiments cellulaires distincts. Elles catalysent la même réaction (1), 
à savoir la transformation d’anions superoxides (  
 ) en oxygène (O2) et en peroxyde 
d'oxygène (H2O2), qui implique la réduction et réoxydation d’un métal (« redoxactive 
transition metal ») comme le cuivre (Cu) ou le manganèse (Mn) sur le site actif de l’enzyme 
[18].  
 
  
 
   
 
                   (1) 
 
Chez l'homme, MnSOD est une protéine de 198 acides aminés (poids moléculaire de 22 
kDa), et est constituée de trois domaines. Le premier cible la protéine dans la mitochondrie et 
les deux suivants forment le site actif de l’enzyme qui contient l’atome de Mn. La résolution 
de la structure cristalline de MnSOD montre qu’elle s’agrège en un tétramère où chaque 
monomère est lié à un atome de Mn (Figure 4) [19]. 
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Figure 4: modèle cristallographique de la structure humaine de MnSOD [19] 
 
Cette conformation structurale permet à la MnSOD, présente dans la matrice 
mitochondriale [20], de réguler la quantité de   
  dans la cellule (le   
   étant un oxydant très 
réactif et toxique [21, 22]). Dans les conditions physiologiques normales, MnSOD joue donc 
un rôle protecteur contre le stress oxydatif grâce à niveau d'expression de la protéine maintenu 
stable. Un dérèglement de la concentration en oxydants entraîne des altérations cellulaires par 
la formation de radicaux libres oxydés qui interagissent et détruisent les protéines, les lipides 
et l’ADN. En effet, une délétion du gène codant pour MnSOD chez la souris entraine une 
létalité néonatale avec des anomalies du système cardiaque et des neurodégénérescences. Par 
ailleurs, une hausse de la quantité de MnSOD protège les tissus sains du stress oxydatif [23], 
ou augmente la résistance à la cytotoxicité des nécroses tumorales [24]. Différentes études 
indiquent une augmentation de la concentration en MnSOD dans le sérum de patients atteints 
de divers cancers [25-27].De plus, l'implication de MnSOD a été établie dans l'accroissement 
de l'apoptose de cellule ayant un fort taux de lipoprotéines de basse densité, protéines qui 
jouent un rôle dans l'athérosclérose [28]. Ces résultats démontrent l'importance de MnSOD 
dans la survie des cellules. Cependant, une surexpression de MnSOD peut également mener à 
l'accumulation d'espèces réactives oxygénées et du stress oxydatif [29]. A l'inverse, d'autres 
travaux décrivent une inactivité de MnSOD, associée à une baisse de l'activité de SOD1, dans 
divers types de cellules tumorales [30]. L’ensemble de la littérature, apparemment 
contradictoires, ne permet pas de déterminer le rôle de la protéine MnSOD dans les divers 
contextes pathologiques, même si un dérèglement de son expression et/ou de son activité est 
impliqué. 
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Figure 6: structure tridimensionnelle de Syk obtenue par diffraction des rayons X [34] 
 
Cette approche méthodologique, qui possède une résolution spatiale de l’ordre de 
l’angström (10-10 m), montre que les acides aminés aromatiques présents dans les deux inter-
domaines A et B, le domaine tyrosine kinase ainsi que l’extrémité carboxyterminale 
participent à la conformation auto-inhibée, c’est-à-dire que sa fonction kinase est inactive. 
Avant son activation, Syk existe donc dans une configuration auto-inhibée, dans laquelle elle 
est dépourvue de phosphorylation [35]. L’activation de Syk serait dépendante de 
l’engagement du tandem SH2. En réponse à une stimulation extracellulaire, comme un 
antigène, le récepteur situé à la surface de la cellule (par exemple le récepteur des cellules B 
ou BCR) change de conformation, active une kinase et aboutit à la phosphorylation de deux 
tyrosines sur les motifs ITAM (Immune receptors Tyrosine-based Activation Motif) [36]. En 
se liant au récepteur phosphorylé grâce à ses deux domaines SH2, Syk adopte une 
conformation « active » dans laquelle elle est capable de se trans- et/ou autophosphoryler [37, 
38]. Une fois dissociée du récepteur et multiphosphorylée, Syk est capable de phosphoryler 
d’autres protéines tout en servant de plateforme d’ancrage à plusieurs protéines, permettant 
ainsi la propagation d’un signal de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule (Figure 7). 
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chronique (LLC) est une hémopathie fréquente dans le monde occidentale et qui reste 
incurable. Cette maladie est « hétérogène » dans sa progression, avec certains patients qui ne 
développent pas de symptômes, alors que d’autres évoluent rapidement avec une survie plus 
courte. Dans les cellules B de la LLC, Syk, qui participe à la propagation du signal du BCR, 
est retrouvée surexprimée par rapport aux cellules B normales [35, 42, 43]. De plus, son taux 
de phosphorylation, en réponse à une stimulation du BCR, est plus important dans les cellules 
B des patients évolutifs [43], ce qui suggère un rôle de son activité enzymatique, liée à son 
taux de phosphorylation, dans cette pathologie. 
 
Les fonctions protéiques étant extrêmement sensibles à la structure, il est crucial de 
caractériser les différents niveaux de structures des protéines pour mieux comprendre leurs 
fonctions dans les cellules saines ou pathologiques. 
 
 
II.4  Techniques d’analyses des structures protéiques 
 
Comme nous l’avons vu dans les sections II.1 et II.3, les différents niveaux de structure 
d’une protéine sont liés les uns aux autres et définissent sa fonction. Il existe diverses 
techniques d'analyses en fonction de la nature de la structure protéique. La structure primaire 
étant définie comme un enchaînement de résidus d'acides aminés, elle est déterminée grâce au 
séquençage direct des chaînes polypeptidiques par les méthodes de Sanger [44] ou récurrente 
d’Edman [45], ou encore par spectrométrie de masse. Souhaitant nous concentrer sur la 
caractérisation des structures secondaires et tertiaires des protéines, ces techniques ne seront 
pas développées dans ce manuscrit. Les autres niveaux de structure, qui consistent au 
repliement de la séquence à l’échelle locale (secondaire) puis à l’échelle globale (tertiaire et 
quaternaire) d’une protéine, sont généralement étudiés par diffraction des rayons X, 
spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN), ou par spectroscopies 
vibrationnelles (Raman et infrarouge). La diffraction des rayons X et la spectroscopie par 
résonance magnétique nucléaire sont deux approches qui permettent d’atteindre une 
résolution à l’échelle atomique, décrivant ainsi précisément les structures protéiques et leurs 
variantes, alors que les spectroscopies vibrationnelles apportent une information sur les acides 
aminés constituants les protéines ainsi que sur sa structure globale. 
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II.4.1  La diffraction des rayons X 
 
La diffraction des rayons X est l'une des plus anciennes méthodes utilisées pour 
l'analyse des structures protéiques. Elle se base sur le principe de l’interaction des rayons X 
avec la matière. La matière analysée doit se présenter sous la forme d'un cristal pour qu'il y ait 
diffraction. Soumis à un faisceau de rayons X, les atomes composant le cristal vont les 
diffractés dans certaines directions de l'espace. Les interférences entre les rayons diffractés 
peuvent être soient constructives (fort signal) soient destructives (faible signal), en fonction de 
leur diffraction par les plans cristallographiques. Donc seules certaines directions de l'espace 
sont permises (interactions constructives) et vont donner un signal (Figure 8.a). 
 
  
Figure 8: a) photo de la diffraction des rayons X permettant b) la fabrication d'une carte de la densité 
électronique [46] 
 
Grâce à l’analyse des positions ainsi que de l’intensité des taches de diffraction des 
rayons X, une carte de la densité électronique est modélisée (Figure 8.b). Cette carte indique 
la position et la nature des atomes et sert de base pour la construction d'un modèle structural 
de la protéine. La résolution spatiale, et donc la qualité de la structure déduite du diagramme 
de diffraction, est directement liée à la longueur d'onde des rayons du faisceau incident. La 
longueur d'onde des rayons X (entre 10-11 et 10-8 m) étant du même ordre de grandeur que 
l'objet à étudier, il est alors possible d'atteindre des résolutions atomiques de l’ordre de 10-10 
m. En 1958, Kendrew et al. ont pour la première fois caractérisé la structure d'une protéine (la 
myoglobine) grâce à la diffraction des rayons X [4]. Depuis, le nombre d'études de 
biomolécules basées sur cette méthode ne cesse d'augmenter. Cela a été possible grâce à 
l’amélioration des sources à rayons X, des logiciels d'analyses et des méthodes de 
cristallisation [47]. En plus de la résolution, la qualité de la structure déterminée par cette 
approche dépend de la pureté du cristal. Certaines protéines étant difficilement cristallisables, 
a) b) 
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plusieurs méthodes de cristallisation sont utilisées. Par exemple, le détergent joue un rôle 
important dans la cristallisation des protéines membranaires [48]. Des méthodes impliquant 
des modifications de compositions des protéines (suppression d'une partie de la séquence, 
ajout d'une étiquette pour la purification) sont également utilisées pour cristalliser les 
protéines [49-58]. Ces progrès ont rendu possible la détermination des structures de plusieurs 
milliers de protéines, ou domaines, ainsi que l'observation de changements de structures. La 
diffraction des rayons X permet également d'étudier des variations de phosphorylation 
induisant des changements de structure [59].  
Cependant, la cristallisation peut induire des modifications de la structure d’une 
protéine. Il est également nécessaire d’avoir une quantité importante de protéine pour 
s’assurer d’une cristallisation efficace (les cristaux obtenus ont des dimensions de plusieurs 
centaines de micromètres en partant d’une solution de protéines ayant une concentration de 
l’ordre de 10-4 M). Les sources de production des rayons X, notamment les synchrotrons, 
permettent l’utilisation de rayons X ayant des énergies de plus en plus élevées. Ainsi, la dose 
absorbée par le cristal augmente et peut induire des dommages à la structure protéique 
(cassure des ponts disulfures par exemple [60]). Au phénomène de diffraction, une diffusion 
inélastique (diffusion Compton) peut s'ajouter. Lors de l'interaction entre les rayons X et un 
atome, les rayons X peuvent perdre une partie de leur énergie qui est alors transmise à l'atome 
qui éjecte un électron. Ce dernier (appelé photo-électron) peut alors casser des liaisons 
atomiques (S-H, O-H, N-H ou C-H) [60, 61]. L’ensemble de ces phénomènes a une incidence 
sur la structure de la protéine et sur la diffraction des rayons X, générant ainsi un modèle à 
partir de données partiellement biaisées. La diffraction des rayons X est donc une approche 
efficace pour analyser la structure et les variations de structure des protéines, mais il est 
important de prendre en compte les divers biais de mesures qui contribueraient au modèle 
structural. 
 
 
II.4.2  La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire 
(RMN) 
 
C'est en 1946 que Bloch et Purcell pratiquèrent les premières expériences de 
spectroscopie RMN [62, 63]. Mais c'est seulement au cours des années 1980 que cette 
technique a été appliquée à la caractérisation de la structure des protéines. La spectroscopie 
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RMN, tout comme l’imagerie par résonance magnétique (IRM), exploite les propriétés 
magnétiques des noyaux atomiques. Ces propriétés magnétiques sont caractérisées par le 
moment cinétique de spin dépendant du nombre de protons et de neutrons qui compose le 
noyau. Soumis à un champ magnétique, une levée de dégénérescence des niveaux d’énergie 
des moments cinétiques se produit, c’est-à-dire qu’une énergie spécifique est nécessaire pour 
passer d’un niveau à un autre. L’excitation des atomes se fait par l’application d’un 
rayonnement radiofréquence, qui permet la transition entre deux états. Une fréquence 
spécifique, reliée à l’énergie de transition entre deux niveaux, est appelée fréquence de 
résonance. Cette fréquence de résonance dépend de la nature du noyau ainsi que de son 
environnement. En se basant sur l'analyse de ces fréquences, les liaisons atomiques et les 
positions des atomes sont déterminées. Les développements de la RMN [64], comme la RMN 
par transformée de Fourrier [65], ont permis d’appliquer cette méthodologie à l’analyse de la 
structure tertiaire des protéines [66-68]. La RMN est une technique de caractérisation très 
puissante mais la concentration en protéines doit être importante, (autour de 10-3 M), tout 
comme le volume d’analyse (quelques centaines de microlitre), ce qui implique une masse de 
protéine pure de l’ordre du mg. Un autre paramètre important est le milieu dans lequel les 
protéines sont diluées. Généralement, les protéines sont diluées dans de l’eau protonée, pour 
ne pas perturber le signal obtenu, ainsi qu’à un pH acide ou neutre, qui ne correspond pas 
toujours au pH physiologique dans lequel elles se trouvent. Le spectre obtenu est également 
parfois difficile d’interprétation, surtout pour les protéines de haut poids moléculaire du fait 
du nombre conséquent d’atomes. L’analyse des résultats peut alors s’avérer longue et 
compliquée. 
La diffraction des rayons X et la spectroscopie RMN nécessitent un soin particulier de 
préparation des protéines ainsi que des conditions de mesures particulières. Il est également 
nécessaire d’avoir une grande quantité de protéines afin de pouvoir analyser leur structure. 
D'autres approches techniques, comme les spectroscopies Raman et Infrarouge (IR), sont 
dotées d’un niveau de sensibilité plus élevé. Contrairement à la diffraction des rayons X ou à 
la spectroscopie RMN, les mesures sont directes et ne requièrent pas de préparation préalable 
des protéines, qui pourrait provoquer une modification de leur structure. De plus, ces 
spectroscopies sont non destructives, ce qui signifie qu'après l'analyse des protéines, ces 
dernières peuvent être testées pour leurs fonctions biologiques par une autre approche. 
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II.4.3  Les spectroscopies vibrationnelles 
 
Les spectroscopies vibrationnelles, comme l’absorption Infrarouge (IR) et la diffusion 
Raman, sont basées sur les interactions inélastiques entre la lumière et la molécule, ou la 
protéine (échange d’énergie entre la lumière et la molécule). Du point de vue de la molécule, 
cet apport d’énergie est utilisé pour faire vibrer les différentes liaisons interatomiques. Cette 
énergie dépend donc de la nature des atomes qui composent la liaison, mais également de 
l’environnement de ces atomes. Chaque molécule ayant des liaisons spécifiques du fait de sa 
composition chimique, une molécule possède un spectre vibrationnel unique. Ainsi, il est 
possible d’identifier une molécule, ou une protéine, à partir du spectre obtenu. 
Une analyse précise des spectres obtenus pour les protéines, notamment des bandes 
amides, permet de déduire leur structure. On dénombre neuf bandes amides (A, B et I à VII) 
qui trouvent leurs origines dans les vibrations des groupes de la chaîne polypeptidique 
(groupes C=O, N-H et C-N) [69]. La position et la forme des bandes amides I à III fournissent 
les informations les plus importantes sur la structure des protéines (détermination de la 
composition des hélices , feuillets , coudes). La bande amide I est caractéristique des 
liaisons C=O de la chaîne polypeptidique, dont les vibrations sont dépendantes de leur 
localisation spatiale et donc de la structure secondaire [69-73]. Ainsi, si la liaison est 
impliquée dans une hélice , ou dans un feuillet , la position et la forme de la bande change. 
La bande amide II est liée aux vibrations C-N (stretching) et N-H (bending) [69]. Elle est 
sensible aux coudes formés lors des repliements. Comme pour la bande amide II, la bande 
amide III est reliée aux liaisons N-H (stretching) et C-N (bending), mais les modes de 
vibrations sont différents [69]. Cependant, elle est sensible à la structure secondaire des 
protéines et peut être corrélée à la bande amide I [74]. En dehors des bandes amides qui 
donnent des renseignements directs sur la structure secondaire, d’autres liaisons importantes 
sont observables dans les spectres. Par exemple, la création d’un pont disulfure entre deux 
cystéines est caractérisée par l’apparition de pics spécifiques [75, 76]. Par ailleurs, les acides 
aminés possèdent des modes de vibration qui leur sont propres et sensibles à l’environnement 
[73, 77, 78]. L’étude des spectres apportent donc de précieux renseignements sur la structure 
des protéines. 
 
La spectroscopie IR exploite l’absorption du rayonnement IR par les molécules, 
correspondant aux transitions directes entre les niveaux vibrationnels (Figure 9). Les 
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longueurs d’onde associées à ces transitions sont alors absentes dans la lumière transmise. 
Cette spectroscopie permet de déterminer le spectre d’absorption IR des molécules, mais 
également des protéines, qui leur est propre et unique [79]. L’absorption IR peut être 
augmentée lorsque la molécule est déposée sur une surface métallique nanostructurée [80, 
81]. Le facteur d’exaltation peut atteindre 104 [82, 83] ou 105 [84] dans certaines conditions. 
Par cette méthode, les molécules, même en très faible concentration, peuvent être analysées 
sur le plan de leur composition et structure. Cependant, les mesures d’absorption IR ne 
peuvent être pratiquées en milieu aqueux car l’eau absorbe fortement les rayons de la gamme 
IR. Les analyses doivent être faîtes en condition sèche, ce qui peut avoir un impact sur la 
structure des protéines. 
 
 
Figure 9: diagramme d’énergie pour les transitions infrarouge et Raman 
 
La spectroscopie Raman exploite le même phénomène de vibration des liaisons 
interatomiques [79, 81, 85-87], mais certains modes de vibration sont actifs en Raman et 
inactifs en IR, et inversement. S’il n’y a pas d’échange, il s’agit de la diffusion élastique 
Rayleigh (Figure 9). Un échange d’énergie entre la lumière et la molécule induit une variation 
d’énergie des rayons lumineux, qui ont alors une longueur d’onde différente par rapport au 
faisceau lumineux incident. L’analyse de la différence de longueur d’onde entre le faisceau 
incident et le faisceau diffusé se traduit par un spectre ayant des pics à des longueurs d’ondes 
précises, correspondant aux différentes énergies de liaisons. Le processus Raman a été 
observé pour la première fois en 1928 [88, 89]. Une molécule soumise à une irradiation 
monochromatique (dans la gamme du visible) absorbe l’énergie des photons incidents. Cette 
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énergie est utilisée pour permettre aux liaisons de passer d’un mode fondamental à un état 
excité «virtuel». Cet état est dit virtuel car le temps de transition est trop court pour que la 
molécule y soit stable. La molécule se désexcite et retourne vers un niveau d’énergie 
inférieure. Les liaisons de la molécule se mettent alors à vibrer, ce qui fait que la molécule se 
trouve dans un état vibrationnel. La lumière diffusée par la molécule possède ainsi une 
énergie légèrement différente de celle de la lumière incidente. Cette variation d’énergie est la 
même que celle impliquée dans la spectroscopie IR puisque les énergies de vibrations sont 
dépendantes de la molécule et non de la source excitatrice. Si la molécule se trouve dans un 
état fondamental avant l’excitation, il s’agit d’une diffusion de type Stokes (Figure 9). Si la 
molécule se situe dans un état vibrationnel excité avant d’être excitée, il s’agit d’une diffusion 
de type anti-Stokes (Figure 9). Tout comme la spectroscopie IR, le spectre obtenu en 
spectroscopie Raman est unique et caractéristique de la molécule, ou de la protéine. 
Les spectres de protéines obtenus par cette technique sont caractéristiques des acides 
aminés ainsi que de la structure secondaire [73]. Bien qu’il soit possible d’établir des 
structures protéiques grâce à cette approche [90-92], il est nécessaire d’avoir une quantité 
importante de la protéine (concentration de l’ordre du mM) car la section efficace Raman des 
protéines, qui correspond à la probabilité que le phénomène Raman se produise, est très 
faible. Pour contourner cet inconvénient, il est possible d’exalter l’intensité du signal de la 
diffusion Raman en déposant les protéines sur des surfaces métalliques nanostructurées. Ce 
phénomène d’exaltation du signal Raman est appelé la diffusion Raman exaltée de surface 
(DRES) et se base sur l’exaltation du champ électrique induite par l’excitation de la résonance 
des plasmons de surface localisés. Ce phénomène d’exaltation par les plasmons est décrit dans 
la section suivante. 
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III.  Des plasmons à la diffusion Raman exaltée 
de surface (DRES) 
 
 
III.1  Les plasmons 
 
L’exaltation de la diffusion Raman, et donc de l’intensité du signal mesuré, est 
principalement due à une exaltation locale du champ électrique. Cette exaltation est le résultat 
de l'interaction entre une onde électromagnétique et une surface métallique nanostructurée. 
Dans cette partie, nous allons décrire cette interaction et de quelle façon celle-ci induit 
l’exaltation du champ électrique. 
L'une des caractéristiques des métaux est la présence d'un gaz d'électrons libres qui peut 
osciller sous l’application d’une onde électromagnétique. Ces oscillations se produisent à une 
fréquence donnée et sont nommées oscillations plasma. Afin de mettre en évidence comment 
une onde électromagnétique produit cette oscillation plasma, il est important de comprendre 
comment cette onde interagit avec la matière, et plus particulièrement avec les électrons. Pour 
cela, nous allons considérer dans un premier temps le phénomène à l’échelle atomique, puis 
l’appliquer au domaine macroscopique. 
L’interaction entre une onde électromagnétique et un atome est décrite par le modèle de 
Lorentz. Dans ce modèle, le système électron-noyau est considéré comme un oscillateur 
harmonique, c’est-à-dire que cet électron va osciller à une fréquence spécifique lorsqu’il sera 
soumis à l’effet de l’onde électromagnétique. Les forces qui s’appliquent sur l’électron sont: 
- la force de Coulomb, liée au champ électrique dépendant du temps 
            
               (2) 
avec E0, l’amplitude du champ électrique E,     , la charge de l’électron et  la 
fréquence de l’onde électromagnétique 
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- la force d’amortissement des oscillations (couramment appelé force de frottements 
visqueux), liée à l’interaction entre l’électron et le noyau 
 
              (3) 
avec , la constante de viscosité et   , la vitesse de déplacement de l’électron 
 
- la force de rappel, qui a pour effet de ramener l’électron à sa position d’équilibre et 
qui s’oppose au déplacement de l’électron induite par la force de Coulomb 
                (4) 
avec α la constante de rappel et x, le vecteur déplacement de l’électron par rapport à 
sa position d’équilibre 
 
Nous allons appliquer le principe fondamental de la dynamique à l’électron de masse m 
et de charge     . En considérant le champ E0, comme linéaire et constant, ce qui correspond 
à l’étude du système selon une seule direction, la direction de déplacement de l’électron, x, 
l’équation devient alors scalaire telle que: 
 
               
                  (5) 
qui a pour solution: 
             
         (6) 
avec 
       
      
 
 
 
            
      (7) 
où 
    = 
 
 
, 0 représente la fréquence de résonance du système en absence 
d’amortissement 
et 
 m = 
 
 
 
 
Ceci nous montre que sous l’effet d’un champ électrique, l’électron se déplace par 
rapport à sa position d’équilibre, en fonction du temps. Ce déplacement implique une absence 
de charge au niveau de la position d’équilibre, ce qui peut être assimilé à une charge positive. 
Ceci induit l’apparition d’un dipôle selon la direction du champ électrique E, caractérisé par 
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le moment dipolaire, p =      x. En remplaçant x par son expression (équation (6) et (7)), le 
moment dipolaire s’écrit: 
  
      
 
  
             
        (8) 
 
La polarisabilité, , d’un dipôle a été définie comme, p =  E. D’après l’équation (8), 
nous pouvons en déduire que: 
  
     
      
            
  
     
 
Cette polarisabilité est la réponse du système électron-noyau à une onde 
électromagnétique. La polarisation totale, P, d’un matériau massif composé d’un nombre N de 
systèmes, électrons-noyau, par unité de volume, est décrite comme la somme de tous les 
moments dipolaires, soit: 
                   (10) 
Au niveau macroscopique, la polarisation P d’un matériau s’exprime sous la forme: 
 
               (11) 
avec  , la susceptibilité électrique du matériau 
La réponse totale du matériau, représentée par l’excitation électrique D, est la somme 
de cette polarisation et du champ électrique incident, E. D est de la forme: 
 
                                 (12) 
avec M, la constante diélectrique du matériau, caractéristique de la réponse du matériau suite 
à l’excitation par un champ électrique 
En combinant les équations (8), (10) et (12), il est possible d’exprimer M en fonction de 
: 
     
      
       
           
    (13) 
 
 
27 
 
L’équation (13) permet de déterminer la fréquence plasma, p, qui correspond à la 
fréquence d’oscillation des électrons telle que: 
     
  
 
   
           
    (14) 
 avec p = 
    
    
 
 
D’après la formule (14), M est complexe (M = Re (M) + i Im (M)), donc on peut 
déterminer sa partie réelle et sa partie imaginaire: 
Re (M) =     
  
     
 
      
          
    (15) 
Im (M) =  
  
   
      
           
     (16) 
La partie réelle décrit la nature diélectrique ou métallique du matériau tandis que la 
partie imaginaire décrit l’absorption de la lumière par le matériau. L’absorption se traduit par 
un transfert d’énergie entre la lumière et le matériau, ce qui conduit à l’oscillation des 
électrons. 
 
Nous venons de voir comment l’interaction entre la matière et une onde 
électromagnétique provoque un déplacement des électrons et ainsi l’apparition d’une 
oscillation plasma. Il a été montré que cette oscillation se produit pour certains niveaux 
d’énergies [93]. L’oscillation plasma est alors quantifiée et appelée plasmon. Dans un volume 
(métal dont les trois dimensions sont considérées infinies), la fréquence du plasmon est un 
multiple de p. 
Dans le cas d’une surface, le comportement des plasmons est différent du fait de 
l’interface entre le métal, et un diélectrique. Les champs électriques s’écrivent alors: 
                
                 , dans le diélectrique  (17) 
                
                 , dans le métal  (18) 
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La résolution des équations de Maxwell donnent ainsi: 
                 (19) 
   
  
  
   
  
        (20) 
  
     
      
 
 
 
 
      (21) 
  
     
      
 
 
 
 
     (22) 
On en déduit la relation de dispersion suivante: 
     
     
     
 
   
       (23) 
Cette relation traduit la propagation d’une onde électromagnétique à la surface du métal. 
Cette onde est appelée plasmon de surface délocalisé (PS). Pour que les PS existent, il faut 
qu’à l’interface entre le diélectrique et le métal, les vecteurs d’ondes ainsi que les fréquences 
des champs associés à la lumière et aux PS soient égaux (condition d’accord de plan). En 
d’autres termes, la courbe de dispersion de la lumière (lum=c.klum) et celle des PS (équation 
23) doivent se croiser. Cette condition n’est pas remplie naturellement car la courbe de 
dispersion de la lumière est toujours située au-dessus de celle des PS. Pour parvenir à créer 
une intersection des deux courbes, il faut augmenter la valeur du vecteur d’onde de la lumière. 
Cela peut être réalisé avec un réseau ou avec un prisme (configuration Otto [94], ou 
Kretschmann [95]). 
Dans le cadre de nanoparticules, du fait de leurs dimensions réduites, les plasmons de 
surface sont confinés dans la nanoparticule et ne peuvent pas se propager (Figure 10). Ils sont 
alors définis comme des plasmons de surface localisés (PSL). Pour certaines énergies, 
correspondant aux modes d’oscillation du gaz d’électrons, la lumière met en résonance les 
PSL (résonance des plasmons de surface localisés, RPSL). 
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Figure 10: schéma de la résonance des plasmons de surface localisés 
 
La RPSL peut être déterminée expérimentalement grâce à la spectroscopie 
d’extinction qui représente l’efficacité d’interaction entre la lumière et la nanostructure, le 
maximum étant atteint pour la RPSL. Celle-ci dépend de plusieurs paramètres dont la nature 
du métal, la taille et la forme des nanoparticules [96, 97], mais également du milieu dans 
lequel se situent les nanoparticules [98, 99]. La RPSL peut être déterminée théoriquement 
grâce à la théorie de Mie [100]. Cette théorie permet de calculer la section efficace 
d’extinction, ext, de diffusion, diff, et d’absorption, abs, pour des nanoparticules sphériques. 
Dans le cadre de l’approximation quasi-statique, c’est-à-dire lorsque le diamètre de la 
nanoparticule sphérique est petit devant la longueur d’onde excitatrice λ, le champ électrique 
peut être considéré comme constant dans toute la nanoparticule. Dans ce cas, les expressions 
des sections efficaces sont: 
           
 
 
    
     
      
     (24) 
            
  
  
  
  
     
      
 
 
    (25) 
                                   (26) 
La condition de RPSL est atteinte lorsque la section efficace d’extinction est maximale. 
Celle-ci étant reliée à la longueur d’onde, il est possible de déduire immédiatement la position 
de la RPSL. Dans le cas présent, les PSL sont en résonance lorsque Re(M) = - 2D, cette 
position de résonance ne dépendant que du métal et du milieu environnant. 
Les expressions (24), (25) et (26) décrivent parfaitement ce qui se passe pour des 
nanoparticules ayant des diamètres allant jusqu’à 50 nm. Pour des nanoparticules de diamètres 
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plus important, l’approximation quasi-statique n’est plus valable et il faut ajouter des facteurs 
correctifs. La première correction est liée au champ électrique qui ne peut plus être considéré 
comme constant sur toute la nanostructure, car le diamètre de celle-ci n’est plus négligeable 
par rapport à la longueur d’onde excitatrice. Cela implique un déphasage qui modifie 
l’oscillation du nuage électronique, et qui est exprimé selon le terme de dépolarisation 
dynamique suivant: 
      
 
 
 
 
      (27) 
Le second terme correctif provient de la diffusion de la nanoparticule qui n’est plus 
négligeable par rapport à l’absorption. Cette diffusion diminue la polarisation de la 
nanostructure et donc amortit l’oscillation des électrons. Il se traduit par le facteur 
d’amortissement: 
  
    
 
 
 
 
 
 
       (28) 
En tenant compte de ces deux facteurs, les expressions pour diff  et abs deviennent: 
           
 
 
    
 
       
 
 
 
 
   
    
 
 
 
 
 
     (29) 
            
  
  
  
  
 
       
 
 
 
 
   
    
 
 
 
 
 
  
 
   (30) 
Avec   
     
      
 
Ainsi, la résonance des PSL est atteinte lorsque: 
         
      
 
 
 
 
      
 
 
 
        (31) 
Dans le cas présent, la RPSL dépend toujours du métal et de l’indice de réfraction du 
milieu environnant, mais également du rayon de la nanoparticule. Il devient également 
évident que si la forme de la nanoparticule varie (passage d’une sphère à une ellipse ou toutes 
autres formes anisotropes) cela va induire une modification des sections efficaces 
d’absorption et de diffusion, ainsi que de la position de la RPSL. 
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Pour des nanoparticules ayant des dimensions différentes dans trois directions (a, b, c), 
le facteur β des équations (29) et (30) varie et dépend de la direction (a, b ou c). On peut alors 
définir un facteur βj spécifique pour chaque direction: 
   
     
                
     (32) 
avec Lj, le facteur de forme définit comme: 
   
   
 
 
  
     
                     
  
 
   (33) 
avec lj=a ou b ou c selon la direction considérée 
et La + Lb + Lc = 1 
 
Le paramètre βj étant dépendant de la direction, les sections efficaces diff  et abs en 
dépendent également. Les sections efficaces totales sont donc la somme des sections efficaces 
selon chaque direction, avec un facteur 1/3 (car trois dimensions différentes). Les sections 
efficaces varient d’une direction à une autre, donc la position de la RPSL varie aussi en 
fonction de la direction. Ainsi, pour une ellipse, il existe trois positions de résonance plasmon. 
Quelque soit la forme de la nanoparticule, la section efficace d’extinction est maximale 
lorsque le paramètre β, ou βj, est maximal. 
Cette excitation des plasmons induit une exaltation du champ électrique autour de la 
nanoparticule. Ce facteur d’exaltation, GLoc, du champ électromagnétique incident E0, créant 
un nouveau champ électrique Ei, est défini comme: 
       
    
    
       (34) 
Le facteur d’exaltation décroit lorsque la distance, d, avec la nanoparticule augmente. Il 
est de la forme: 
         
 
         
    , pour une sphère   (35) 
         
 
         
     , pour une ellipse   (36) 
De même que pour les sections efficaces, le facteur d’exaltation est maximal lorsque β 
est maximal, ce qui correspond à la condition de résonance des PSL. 
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Nous venons de présenter l’effet d’une onde électromagnétique sur des nanoparticules 
métalliques. Nous avons montré que la position de la RPSL dépend du milieu qui entoure les 
nanoparticules, et plus particulièrement de l’indice de réfraction. Cette position change si le 
milieu est modifié ou si des molécules se lient à leurs surfaces. Ainsi, l’analyse de la position 
de la RPSL peut servir à la détection de molécules et protéines, et ainsi être un moyen de 
mesure pour le développement d’un biocapteur [101-104]. D’autre part, nous avons montré 
que la RPSL exalte le champ incident, et peut ainsi être utilisée pour exalter la diffusion 
Raman. Dans la section suivante, nous allons montrer comment la RPSL augmente l’intensité 
du signal Raman, et permet la conception d’un biocapteur basé sur la diffusion Raman exaltée 
de Surface. 
 
 
III.2  La diffusion Raman exaltée de surface 
 
La DRES fut observée pour la première fois en 1974 par Fleischmann et al, qui mesura 
un important signal Raman pour de la pyridine déposée sur des électrodes d'argent rugueuses 
[105]. Il attribua cette augmentation d'intensité à la rugosité, qui induit une augmentation de la 
surface totale et ainsi le nombre de molécules absorbées sur la surface. Le lien entre 
l'exaltation du signal Raman, les plasmons de surface et le champ électromagnétique s'est fait 
progressivement [106, 107]. En fait, il a été mis en évidence que ce phénomène d'exaltation 
provient de deux contributions: un effet chimique et un effet électromagnétique [108-110]. 
 
 
III.2.1  L'effet chimique  
 
L'effet chimique se produit lorsqu’il y a une interaction entre la molécule et la surface 
métallique. Une molécule adsorbée sur la surface métallique peut avoir une structure 
électronique modifiée. Ainsi, il a été montré que lorsque deux molécules, qui ont une 
polarisabilité similaire, ne donnent pas la même intensité DRES après leur adsorption sur une 
surface métallique nanostructurée [111]. Une explication à cette différence est la variation de 
la polarisabilité de la molécule par le transfert de charge entre le métal et la molécule. Ce 
transfert accroît la polarisabilité de la molécule et se traduit par une augmentation de 
l'intensité du signal Raman [108]. Cet effet est amplifié lorsque la surface métallique présente 
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des atomes isolés (adatomes) sur une surface plane [112]. Le facteur d'exaltation produit par 
l'effet chimique est "seulement" de l'ordre de 102, soit bien plus faible que celui produit par 
l'effet électromagnétique [109], et est donc souvent négligé, même si sa contribution peut être 
essentielle à l’obtention d’un signal DRES. 
 
 
III.2.2  L'effet électromagnétique 
 
Nous avons vu que l'effet chimique provient de l'interaction électronique directe entre la 
molécule et le métal. Dans le cas de l'effet électromagnétique, ce sont les propriétés 
plasmoniques du métal qui sont mises en jeu. Dans le cadre des plasmons de surface 
délocalisés, le facteur d'exaltation théorique est du même ordre de grandeur que celui de 
l'effet chimique, à savoir 102 [113], mais le facteur mesuré est uniquement de 10 [114]. En 
revanche, dans le cadre des plasmons de surface localisés, le facteur d'exaltation mesuré 
expérimentalement peut atteindre 108 [115]. Nous nous focaliserons par la suite sur 
l'exaltation induite par les plasmons de surface localisés. Le modèle présenté ci-dessous se 
base sur les travaux de Wokaun [116]. 
Ce modèle décrit les deux phénomènes à l'origine de l'exaltation électromagnétique du 
signal. Le premier est l'interaction entre le laser incident et les nanostructures métalliques. 
Comme décrit dans la section III.2.1, cette interaction produit un champ électromagnétique 
local autour de la nanostructure, ELoc. Sous certaines conditions, ce champ est exalté par 
rapport au champ électromagnétique incident. Nous avons également montré que l'exaltation 
du champ incident, E0, à la longueur d’onde 0, par la RPSL peut être quantifiée par le facteur 
d'exaltation GLoc (équation 34). On peut alors écrire le nouveau champ local comme: 
ELoc = GLoc . E0     (37) 
ELoc va alors exciter la molécule localisée à la surface de la nanoparticule, et qui va 
diffusée un signal Raman à une longueur d’onde R. Le champ diffusé par la molécule, Ediff, 
s'écrit alors: 
Ediff =  . ELoc =  . GLoc . E0    (38) 
avec  la polarisation de la molécule. 
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Une des propriétés de la lumière diffusée est de se propager dans toutes les directions de 
l'espace. Ceci nous amène au second phénomène, qui est l'interaction entre la lumière diffusée 
Raman et la nanoparticule. Ce phénomène, appelé phénomène de re-radiation va induire une 
exaltation du champ Ediff, telle que: 
EDRES = GR. Ediff =  . GR  GLoc . E0    (39) 
avec GR, le facteur d’exaltation à R 
On en déduit l'intensité de la lumière diffusée par la molécule, IDRES, est de la forme: 
           
     
               (40) 
où I0, représente l'intensité du signal Raman en l'absence de nanostructures, donc en l'absence 
d'exaltation. Le facteur d'exaltation final dépend des facteurs d'exaltation, GR et GLoc, qui sont 
associés aux longueurs d'ondes R et 0, respectivement. Cependant, si les deux longueurs 
d'ondes sont proches, il possible de faire une approximation dans laquelle les deux facteurs 
d'exaltation sont presque identiques, GR ≈ GLoc, et donc        
 . C'est pourquoi il est 
communément admis que l'intensité DRES collectée est proportionnelle à la puissance 4 du 
facteur d'exaltation du champ électromagnétique induit par les nanostructures. 
La compréhension des différents effets d'exaltation a permis d'optimiser les surfaces 
métalliques utilisées. L’exaltation du champ électrique est primordiale pour augmenter 
l’intensité du signal Raman. Cette exaltation étant due à la RPSL, qui est excitée par le laser, 
il est nécessaire que la longueur d’onde du laser soit proche de la position de la RPSL des 
nanostructures afin d’exciter efficacement les PSL. Le phénomène de re-radiation est 
également important. Sachant que la longueur d’onde Raman est légèrement plus grande que 
la longueur d’onde laser, la position optimale de la RPSL se situerait entre les deux longueurs 
d’ondes 0 et R [117-120]. Cependant, pour des longueurs d’ondes excitatrices proches de 
l’infrarouge, il a été montré que cette règle n’est plus valide [121-123]. Par ailleurs, pour des 
nanostructures anisotropes, la polarisation de la longueur d’onde excitatrice joue un rôle dans 
l’intensité du signal mesuré [120]. L’exaltation peut également être augmentée par le 
couplage de deux champs électriques. Si l’espace entre deux nanostructures est suffisamment 
faible, les champs électriques vont se coupler. Ainsi, le couplage de nanoparticles ou 
nanostructures permet d’augmenter l’exaltation [124-126]. Une optimisation de tous les 
paramètres permet la détection de molécule unique [127, 128]. 
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Depuis les premières investigations sur les biomolécules, l’identification de protéines 
s'est développée de manière importante [91, 129-131]. De plus, il est possible d'observer des 
modifications post-traductionnelles aussi bien sur des peptides que sur des protéines. Des 
mutations [132, 133] ou la phosphorylation [134-136] induisent des spectres DRES différents. 
Une étude approfondie des signaux DRES permet de définir les liaisons moléculaires ainsi 
que de caractériser des bandes amides caractéristiques de la structure des protéines [137-139]. 
 
 
III.2.3  Biocapteurs développés pour la DRES 
 
La diffusion Raman exaltée de surface est une technique très puissante pour 
l’identification et la caractérisation des structures des protéines en très faible concentration. 
Cependant, du fait de cette haute sensibilité, la solution à analyser doit être pure pour éviter 
les signaux « parasites » provenant d’autres molécules. Toutefois, cette approche peut être 
appliquée à la détection spécifique de protéines en milieux physiologiques grâce au 
développement d’un biocapteur basé sur la DRES. Les caractéristiques essentielles pour 
l’obtention d’un biocapteur performant sont la reproductibilité, la spécificité et la sensibilité. 
La maîtrise des propriétés optiques des nanostructures garantit un contrôle de l’intensité 
DRES, et donc une reproductibilité de l’intensité du signal mesuré. La lithographie 
électronique est une technique qui assure le contrôle de tous les paramètres nécessaires à la 
fabrication de nanostructures utilisées pour la DRES. La seconde caractéristique (spécificité) 
peut être obtenue après une fonctionnalisation de la surface métallique. Cette 
fonctionnalisation consiste à déposer une molécule capable de se lier spécifiquement à la 
molécule d’intérêt tout en interagissant avec le métal. Par exemple, les molécules ayant un 
groupement thiol (SH) ont une forte affinité avec l’or et sont souvent utilisées pour la 
formation de monocouche sur une surface d’or. Enfin, la troisième caractéristique (sensibilité) 
est obtenue grâce à la DRES, qui permet de détecter une molécule unique. 
La fonctionnalisation de la surface métallique à l’aide d’anticorps marqués permet la 
détection spécifique de protéines en solution [140, 141], en milieu physiologique [142] ou in 
vivo [143]. Avec de tels systèmes, les limites de détections sont inférieurs à 10-9 M. La surface 
métallique peut également être fonctionnalisée avec des molécules, pour la détection in vivo 
de molécules d’intérêt biologique, comme le glucose [144]. Un autre type de molécule 
permettant la détection spécifique de protéines sont les aptamères. Les aptamères sont des 
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séquences spécifiques d’ADN qui ont une forte capacité d’interaction spécifique avec une 
protéine cible. Ils sont utilisés pour piéger la protéine souhaitée présente dans des milieux 
complexes. Cette fonctionnalisation, couplée à une mesure DRES, a été démontrée pour des 
détections spécifiques [145-150]. La plupart de ces méthodes n’implique pas la mesure directe 
de la molécule cible, mais celle d’une autre molécule, liée à la molécule cible et qui possède 
un fort signal Raman. Un système qui est utilisé pour des mesures DRES directes de 
l’interaction entre la molécule cible et la molécule de liaison est le complexe avidine/biotine. 
Ce complexe démontre ainsi que l’interaction entre la protéine et sa molécule de capture est 
mesurable par DRES [151, 152]. 
 
Nous venons d’expliquer les différents critères nécessaires à la conception d’un 
biocapteur. Pour la sensibilité, la technique DRES a été montré pour être appropriée. Une 
étape de fonctionnalisation de la surface métallique permet d’acquérir la spécificité requise. 
Enfin, la reproductibilité de l’intensité du signal DRES est assurée par les nanostructures. La 
technique de fabrication des nanostructures doit permettre d’obtenir des nanostructures 
semblables. Dans la section suivante, nous présentons plusieurs méthodes de fabrication qui 
remplissent ces conditions. 
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IV. Les techniques de fabrication de 
nanoparticules 
 
 
Nous pouvons distinguer deux catégories de nanoparticules: les nanoparticules en 
solution, ou colloïdes, et les nanoparticules sur « substrat », que l’on nomma par la suite 
nanostructures; le substrat étant une surface en silicium ou en verre sur lequel seront produites 
les nanostructures métalliques. De manière générale, les colloïdes sont obtenus suite à une 
synthèse chimique alors que les nanostructures sont fabriquées par un procédé physique, nous 
ne considérerons que le processus de lithographique. Ces différentes approches permettent de 
contrôler la taille et la forme des nanoparticules, ces paramètres étant déterminants pour le 
contrôle des propriétés optiques des nanostructures. 
 
 
IV.1  Les colloïdes 
 
Il existe de nombreux moyens de production de colloïdes en solution [115]. Les deux 
principales méthodes de synthèse utilisées sont celles de Turkevich et de Brust. La méthode 
de Turkevich est basée sur la réduction des ions d’or par l’intermédiaire d’ions citrate [153], 
tandis que la méthode de Brust exploite la réduction de l’or à l’aide d’un composé de sodium 
en présence de deux phases non miscibles (eau-toluène) [154]. Actuellement, la fabrication 
des colloïdes est très bien maitrisée, ce qui permet d’ajuster leurs propriétés optiques en 
fonction des besoins. De ce fait, ils sont largement utilisés pour la détection de molécules. 
L’utilisation des colloïdes pour la DRES a permis la détection de molécule unique [128] et 
également la détection de protéines [155]. Une caractéristique des colloïdes consiste en la 
possibilité d’obtenir des « points chauds ». Ces derniers sont des zones où les colloïdes sont 
extrêmement proches les uns des autres, permettant un recouvrement de leur champ 
électrique, induisant un champ beaucoup plus intense, et donc une intensité de signal DRES 
plus importante. Du fait de la présence inhomogène de ces points chauds, l’intensité du signal 
obtenu n’est pas reproductible d’une mesure à une autre. De plus, les colloïdes étant en 
solution, ils sont constamment en mouvement, ce qui peut également influencer la 
reproductibilité du signal mesuré. Par ailleurs, la forme et la taille des nanoparticules sont 
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stabilisées par l’ajout d’un surfactant. Ce dernier, qui recouvre totalement la surface, peut 
perturber la liaison entre les nanoparticules et la molécule à détecter. 
 
 
IV.2 Les nanostructures sur surface 
 
IV.2.1  Lithographie par nanosphères (LNS) 
 
La lithographie utilisant des nanosphères a été proposée pour la première fois au début 
des années 1980 [156, 157]. La réalisation de nanostructures à l’aide de cette technique est 
rapide car elle comporte peu d’étapes (Figure 11). 
 
Figure 11: schéma des étapes de fabrication des nanostructures basée sur la LNS 
 
Comme son nom l’indique, le principe de cette technique repose sur le dépôt de 
nanosphères sur une surface (étape 1, Figure 11). Le dépôt peut se faire de différentes façons, 
par « spin-coating » à faible ou haute vitesse, ou bien par simple dépôt d’une goutte contenant 
les nanosphères [158, 159]. Les matériaux utilisés pour les nanosphères sont le latex, la silice 
ou encore le polystyrène. En fonction des nanostructures voulues, le nombre de couche de 
nanosphères varie. Le dépôt d’une seule couche, comme présenté dans la figure 11, permet la 
fabrication de triangles, alors que la présence d’une seconde couche de nanosphères va 
produire des formes hexagonales [158, 160]. La seconde étape consiste en l’évaporation d’un 
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métal au dessus des nanosphères (étape 2, Figure 11). Lors de cette étape, il est possible de 
modifier l’angle de dépôt, en inclinant le substrat. Cette variation d’angle permet d’obtenir 
des nanostructures de plus faibles dimensions ainsi que de nouvelles formes de nanostructures 
(triangles superposés, chaînes de triangles) [160]. La taille des nanostructures est conditionnée 
par la taille des nanosphères et l’épaisseur de métal déposée. L’obtention des nanostructures 
se fait par le retrait des nanosphères par immersion de la surface dans un solvant et sonication 
(étape 3, Figure 11). Cette méthode de fabrication est peu coûteuse et peut ainsi être appliquée 
à grande échelle pour la production de surface nanostructurée.  
 
 
IV.2.2  La lithographie optique 
 
Le principe de la lithographie optique est l’illumination d’une résine photosensible à 
travers un masque, sur lequel les nanostructures sont imprimées (Figure 12). 
 
 
Figure 12: schéma des étapes de fabrication de nanostructures obtenues par lithographie optique 
 
La résine la plus utilisée est la PMMA (polymethacrylate de methyle), qui est déposée 
sur le substrat par la méthode de « spin coating » (étape 1, Figure 12). Un masque est ensuite 
placé en contact avec la résine puis est suivi d’une exposition à la lumière (étape 2, Figure 
12). Le support du masque doit être transparent aux rayons incidents tandis que le dessin des 
nanostructures absorbe ce faisceau. De manière générale, la résolution qu’il est possible 
d’atteindre est conditionnée par la limite de diffraction, la dimension des nanostructures étant 
40 
 
dans ce cas de l’ordre de /2 ( étant la longueur des rayons incidents). Pour réduire les tailles 
des structures dessinées, une diminution de la longueur d’onde des rayonnements UV est 
nécessaire. La limite de diffraction ne peut pas être contournée si le masque est en contact 
avec la résine. Par contre, il est possible d’atteindre de meilleures résolutions grâce à l’ajout 
de lentilles entre le masque et la résine [161]. Un traitement chimique, appelé développement, 
est pratiqué afin d’enlever la résine irradiée (étape 3, Figure 12). L’étape du dépôt de métal, 
généralement par évaporation (étape 4, Figure 12), est effectuée avant que la résine restante 
ne soit supprimée par lift-off (étape 5, Figure 12). Cette technique permet de nanostructurer 
de grande surface en peu de temps. Cependant, les tailles, ainsi que la distance entre 
nanostructures sont limitées par le masque et la longueur d’onde du rayonnement utilisée. Par 
ailleurs, ces paramètres sont fixes car dépendants du masque; par conséquent un changement 
de forme ou de dimension des nanostructures nécessite la conception d’un nouveau masque. 
 
 
IV.2.3  La lithographie par nanoimpression (LNI) 
 
Contrairement à la lithographie optique dont la résolution dépend de la longueur d’onde 
du rayonnement, la résolution de la lithographie par nanoimpression dépend uniquement de la 
dimension des nanostructures dessinées sur le tampon. Cette technique, qui est récente, 
permet la création de nanostructures sur une grande surface en peu de temps. On distingue 
différentes méthodes de nanoimpression, mais deux d’entre elles sont principalement 
utilisées, une approche thermique (lithographie par nanoimpression thermique, LNI-T) [162] 
et une approche optique utilisant les rayons ultra-violets (lithographie par nanoimpression 
UV, LNI-UV) [163]. Les deux approches sont basées sur le même principe, seul le procédé de 
polymérisation de la résine change (Figure 13). 
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Figure 13: schéma des étapes de fabrication de nanostructures obtenues par LNI-UV 
 
L’impression des motifs se fait à l’aide d’un tampon, qui est appliqué directement sur 
une résine déposée sur un substrat. Le tampon est généralement un polymère (le 
polydiméthylsiloxane, PDMS), car il constitue un matériau flexible et facile d’utilisation. De 
plus, il est transparent aux rayons UV. D’autres types de tampon sont utilisés, comme le h-
PDMS (hard-PDMS), qui est plus dur que le PDMS et permet de produire des nanostructures 
de plus faibles tailles [164]. Le tampon est réalisé à l’aide d’un moule sur lequel se trouvent 
les nanostructures souhaitées, obtenues grâce à la lithographie électronique (cf. section 
IV.2.4). Les caractéristiques de la résine dépendent de la méthode utilisée. Pour la LNI-T, il 
est nécessaire d’avoir une résine thermosensible, tandis que la résine doit être photosensible 
pour l’utilisation de la LNI-UV [165]. Dans les deux cas, la résine est déposée par « spin 
coating » (étape 1, Figure 13). Les motifs du tampon sont transférés dans la résine lorsque 
celle-ci se solidifie, sous l’effet de la chaleur (LNI-T) ou sous exposition aux rayonnements 
UV (LNI-UV) (étape 2, Figure 13). Le tampon est alors retiré (étape 3, Figure 13) puis l’excès 
de résine, qui se trouve dans les trous, est supprimé à l’aide d’une étape de gravure (étape 4, 
Figure 13). L’étape de gravure est suivie d’une évaporation du métal (étape 5, Figure 13). Les 
nanostructures sont révélées grâce à un traitement chimique (« lift-off ») qui élimine le reste 
de la résine (étape 6, Figure 13). La LNI présente plusieurs avantages. En effet, un moule sert 
plusieurs fois et les temps de polymérisation de la résine sont généralement courts (quelques 
minutes). De plus, il est possible d’imprimer toutes les formes de nanostructures sur de 
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grandes surfaces [166]. Enfin, des résolutions de quelques dizaines de nanomètres sont 
réalisables grâce à cette technique, que se soit pour les dimensions des nanostructures ou pour 
les espaces entre nanostructures [167]. Cette résolution est uniquement obtenue grâce à la 
LNI-T. La lithographie par nanoimpression est donc une bonne alternative à la lithographie 
optique qui est limitée en résolution. 
 
IV.2.4  La lithographie électronique 
 
Dans le cadre de la lithographie optique, le faisceau utilisé pour modifier les résines est 
un faisceau de photons, mais la lithographie électronique met en jeu un faisceau d’électrons 
ou d’ions [168]. L’avantage des électrons par rapport aux photons est que leur longueur 
d’onde est facilement ajustable et beaucoup plus faible. En effet, un contrôle fin de leur 
énergie permet d’accéder à une très large gamme de longueurs d’ondes. L’utilisation des 
microscopes électroniques à balayage, qui assurent un contrôle du déplacement du faisceau 
d’électrons, autorise la création d’une grande variété de formes pour les nanostructures. 
 
Figure 14: schéma des étapes de fabrication de nanostructures obtenues par lithographie électronique 
 
Les étapes de fabrication sont pour la plupart identiques à celles de la lithographie 
optique (Figure 14). Dans un premier temps, une résine est déposée sur un substrat, par « spin 
coating » (étape 1, Figure 14). Différentes résines peuvent être utilisées, mais ces dernières se 
doivent d’être conductrices [169-171]. Si la résine est isolante, une fine couche métallique est 
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déposée sur celle-ci afin de la rendre conductrice pour pouvoir régler correctement le faisceau 
d’électron. La forme des nanostructures est tracée à l’aide du faisceau d’électrons (étape 2, 
Figure 14). Un développement chimique (étape 3, Figure 14) précède le dépôt de la couche 
métallique (étape 4, Figure 14). Les nanostructures sont dévoilées suite au lift-off (étape 5, 
Figure 14). Avec cette méthode de fabrication, il est possible de concevoir des formes 
cylindriques, ellipsoïdales [120], ou triangulaires [170]. La production d’anneaux [172], de 
carrés [173] ou encore en forme de croissant de lune [174], est également possible. Cette 
technique donne l’opportunité de réduire les distances qui séparent les nanostructures afin 
d’obtenir des espace de quelques nanomètres, créant ainsi des points chauds. 
 
Bien qu’étant un processus long, pour nanostructurer de grandes surfaces, et coûteux, la 
lithographie électronique est la technique la plus appropriée pour la fabrication de 
nanostructures ayant les formes et les dimensions souhaitées. Le contrôle de l’espace entre 
nanostructures est également maîtrisé. 
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V. Objectifs de la thèse  
 
 
Les principaux objectifs de ma thèse consistent en la détection spécifique de protéines à 
l’aide d’un biocapteur et en la caractérisation structurale d’une protéine sous sa forme 
phosphorylée et non phosphorylée. Les travaux préliminaires pour mener à bien ces objectifs 
sont décris ci-dessous. 
Dans un premier temps, nous avons émis l’hypothèse d’un lien entre le décalage de la 
position de la RPSL et la détection et/ou l’identification des protéines sans préparation 
préalable des colloïdes. Le premier article présente une étude expérimentale et théorique de 
l’influence de protéines, ayant des poids moléculaires très variés, sur la RPSL des colloïdes en 
forme de nanobâtonnets. Les résultats de cette étude nous ont conduis à analyser les modes 
d’interaction entre les protéines et les nanoparticules. Le second article présente donc 
comment plusieurs protéines dont les structures diffèrent en fonction de divers paramètres, 
tels que le point isoélectrique, la concentration, l’impact des cystéines, interagissent avec les 
nanoparticules d’or. 
Les résultats obtenus au cours des travaux décrits dans les deux premiers articles nous 
ont menés au développement de nanostructures pour la conception d’un biocapteur reposant 
sur la DRES. Dans ce contexte, des études sur différentes formes et tailles de nanostructures 
ont été réalisées. Le troisième article présente le travail d’optimisation des nanostructures en 
forme de nanocylindres, pour maximiser l’exaltation de la DRES en fonction des différentes 
longueurs d’ondes laser utilisées. Ces travaux ont été réalisés en combinant une approche 
expérimentale (mesure de l’intensité DRES pour différentes longueurs d’onde) et théorique 
(calcul par DDA pour expliquer et prédire les mesures expérimentales).L’article suivant, 
quant à lui, décrit la limite de détection expérimentale des nanostructures déterminées comme 
optimales. Cette étude a été effectuée par la mesure de l’intensité du signal DRES d’une 
molécule test, le benzenethiol, sur les différentes nanostructures (nanocylindres ainsi que des 
nanobâtonnets). 
Suite à la mise au point des deux biocapteurs utilisant la DRES ont été développés. Le 
cinquième article expose la conception d’un biocapteur fabriqué par lithographie par 
nanoimpression UV pour la détection de l’avidine, suite à sa fonctionnalisation par la biotine. 
Les résultats du sixième article démontre qu’un biocapteur, fabriqué par lithographie 
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électronique et fonctionnalisé avec un aptamère, assure la détection spécifique de la protéine 
MnSOD, en solution et dans deux liquides physiologiques (sérum et salive). 
La détection qualitative et/ou quantitative de protéines peut servir de facteurs 
diagnostiques ou pronostiques dans certaines pathologies. La fonction de ces protéines étant 
étroitement liée à leur structure, il est important d’étudier la relation entre la fonction et la 
structure d’une protéine. Le septième et dernier article décrit comment une modification post-
traductionnelle telle que la phosphorylation influence la fonction et la structure de la protéine 
Syk.  
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VI. Résultats 
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VI.1 Détection de protéines grâce à la résonance des 
plasmons de surface localisés 
 
L’exploitation de la résonance des plasmons de surface localisés des nanoparticules 
colloïdales a été réalisée pour la détection de protéines [175, 176]. En effet, la position de la 
RPSL est sensible à l’indice du milieu qui se situe immédiatement autour de la nanoparticule, 
celui-ci changeant en présence de protéines. Par conséquent, une protéine de haut poids 
moléculaire devrait induire un décalage plus important qu’une protéine de plus petit poids. De 
plus, suite à une fonctionnalisation de surface  ils peuvent aussi être utilisés pour détecter 
spécifiquement des protéines [177, 178]. Dans ce cas, les biorécepteurs les plus souvent 
utilisés sont les anticorps qui sont eux-mêmes des protéines. Il est donc important de 
comprendre comment fonctionne l’interaction entre les protéines et les nanoparticules d’or, 
afin de pouvoir optimiser l’interaction entre la molécule cible et la surface fonctionnalisée. 
Dans le but d’identifier les protéines, sans fonctionnalisation préalable des colloïdes, le 
premier article présente l’étude du décalage des RPSL de nanobâtonnets d’or lorsqu’ils sont 
en contact direct avec une solution contenant des protéines. Le décalage a été analysé pour six 
protéines, dont les poids moléculaires varient entre 6,5 à 75 kDa. Cette étude expérimentale a 
été accompagnée de simulations faîtes par FDTD (Finite Difference Time Domain) afin de 
compléter et d’expliquer les résultats expérimentaux. Nous montrons que la présence des 
protéines entraîne l’apparition d’un décalage de la RPSL le long du grand axe, mais pas selon 
le petit axe. Par ailleurs, le décalage moyen est constant quelque soit le poids moléculaire de 
la protéine étudiée. Les simulations faîtes par FDTD indiquent que les protéines interagissent 
aux extrémités des nanobâtonnets et que le recouvrement de la surface est le même pour 
toutes les protéines, d’où un indice de réfraction similaire et un décalage semblable. Cette 
étude nous a permis de mettre en évidence que le décalage de la RPSL des nanoparticules 
peut permettre une détection directe des protéines. Cependant, il n’est pas possible d’identifier 
les protéines les unes par rapport aux autres. 
Lors d’une seconde étude, l’interaction entre quatre protéines différentes et des 
nanobâtonnets d’or a été analysée. L’effet de la concentration et du nombre de résidus 
cystéine (acide aminé contenant des groupes thiol qui ont une forte affinité avec l’or) des 
protéines ont été analysé. Nous démontrons que l’un des paramètres importants dans 
l’interaction entre les protéines et les nanoparticules d’or est le nombre de résidus cystéine 
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accessibles. En effet, si ce nombre est faible, les protéines se lient aux nanoparticules et il est 
possible de les détecter. De plus, pour des protéines différentes mais ayant une charge de 
même signe (négative), la liaison avec les nanobâtonnets d’or est supérieure pour la protéine 
possédant un seul résidu cystéine qui est facile d’accès par rapport à une protéine dépourvue 
de cystéine libre. Cependant, si le nombre de résidus cystéines accessibles est important, la 
protéine va interagir avec plusieurs nanoparticules, ce qui engendre une agrégation. Si les 
nanoparticules s’agrègent, la détection de la protéine cible sera moins efficace. 
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Abstract In this paper, we investigate the ability of the
gold nanorods (GNRs) to detect some proteins and dem-
onstrate their potential to be used as plasmonic nano-
biosensors. The GNRs were synthesized by a two-step
seed-mediated growth procedure at room temperature.
Firstly, a seed solution of gold nanoparticles was synthe-
sized in the presence of cetyltrimethylammonium bro-
mide surfactant and, subsequently, incorporated with
appropriate amount of silver nitrate and tetrachloroauric
acid solutions to grow GNRs with average length of
50 nm and diameter of 14 nm. We study the interaction
of GNRs with proteins whose molecular weight varies
from 6.5 up to 75 kDa. We investigate the resulting
solutions by means of UV–vis absorption spectroscopy
to determine the effect of the proteins characteristics on
the shift of the localized surface plasmon resonance
(LSPR). We show that for the case when proteins are
in large excess compared to the GNRs concentration,
whatever the protein is, the LSPR shift is constant and
does not depend on the protein molecular weight. More-
over, we have been able to demonstrate that the sensi-
tivity of such LSPR sensor is around 10–9 M/nm on a
concentration range from 10–10 to 10–8 M. Some com-
parison with finite-difference time-domain simulations
have also shown that the number of proteins adsorbed
at the GNRs surface is around 40.
Keywords Localize surface plasmon resonance (LSPR) .
Gold nanorods (GNRs) . Biosensor . Protein
Introduction
The development of reliable, sensitive, and specific biosen-
sors is a very active research field. Among all of them,
several groups have proposed the use of the localized sur-
face plasmon resonance (LSPR) to detect molecules at very
low concentration [1, 2]. Localized surface plasmon (LSP)
is a collective oscillation of the free electrons inside a
metallic nanoparticle and its energy depends strongly on
the shape and the size of the nanoparticle [3–9]. Moreover,
the LSPR position is highly sensitive to any change of the
refractive index on the nanoparticle immediate environment
[3, 5, 10–14]. Thus, any molecules, adsorbed at the nano-
particle surface induce a modification of the local refractive
index and therefore a shift of the LSPR position [1, 15–20].
Several works have highlighted the advantages of the use of
LSPR for the molecular detection and for sensor applica-
tions [1, 6, 7, 12, 13, 16]. The electromagnetic field pro-
duced by the LSP is largely more confined at the
nanoparticle surface than in the case of delocalized surface
plasmon produced on a flat surface (SPR system). The
typical decay length of the LSP for a gold nanoparticle is
close to 15 nm whereas it is close to 300 nm for flat surface
[6]. LSP is thus more sensitive to any modification of the
local environment than with SPR system. The LSP can be
used to observe very low concentration of analytes and
molecules of small weight. Detection limits at the zeptomo-
lar level have been reported at the scale of the individual
nanoparticle [7, 16, 17]. Moreover, since each nanoparticle
is the site of one individual LSPR, it can be considered as an
individual LSPR nanosensor and used to the miniaturization
of sensing device. This technique is then very promising for
the development of highly sensitive biosensor, especially in
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the field of diagnosis for the detection of identified diseases
biomarkers such as proteins. It is then of first importance to
determine the exact characteristics of their detection based
on LSPR phenomenon.
In this paper, we will present the detection of various
proteins using gold nanorods (GNRs) and their ability to be
used as biosensor. The effect of the molecular weight of
proteins (from 6.5a to 75 kDa) on the LSPR shifts was
investigated experimentally and theoretically.
Experimental
Reagents
Tetrachloroauric(III) acid (HAuCl4), ascorbic acid, and cetyl-
trimethylammonium bromide (CTAB) were all purchased
from Sigma-Aldrich, while silver nitrate (AgNO3) and sodium
borohydride (NaBH4, 99 %) were obtained from Merck. We
used all chemicals as received. Aprotinin from bovine lung
(ref. A1153), lysosyme from chicken egg white (ref. 62970),
carbonic anhydrase from bovine erythrocytes (86.5 %, ref.
c3934), and albumin from bovine serum (BSA; ref. a8806,
96 %) were purchased from Sigma-Aldrich. Ovalbumin and
conalbumin (ref. W377206) have been provided by GE
Healthcare. All proteins were dissolved in pure distilled water
at a concentration close to 10−5 mol/L. Table 1 gives the de-
tailed properties of the proteins used and their concentrations.
Synthesis of CTAB-Coated GNRs
For the synthesis of the GNRs in aqueous solutions a seed-
mediated growth approach was employed. The gold seeds
were first prepared by mixing 1 mL of 5 mM HAuCl4, 1 mL
of 0.2 M CTAB, and 0.72 mL of freshly prepared ice-cold
1 mM NaBH4 solution under continuous stirring. The result-
ing solution has a brownish–yellow color. Subsequently, the
growth solution is obtained by mixing 6 ml of 1 mM
HAuCl4 with 6 ml of 0.2 M CTAB and 780 μL AgNO3
4 mM. A 0.08 ml of 0.0788 M ascorbic acid was then added
while gently stirring. Ascorbic acid acts as a mild reducing
agent and changes the color of the growth solution from
dark yellow to colorless. Finally, in order to start the GNRs
growth, 0.014 mL of seeds were added into the as-prepared
growth solution. The color changed gradually in the first
15–20 min until finally stabilizing. The obtained CTAB-
coated GNRs were then purified by centrifugation at
9,000 rpm for 10 min, twice, and then dispersed in ultrapure
water for further use. Their concentration in raw solution
calculated for a molar extinction coefficient of 3.4×
109 M−1 cm−1 [21] was 2.8×10−10 mol/L.
After the purification step and as shown on Fig. 1a, the
GNRs size is monodipserse with a length of 50 nm and a
diameter of 14 nm (Fig. 1a). The CTAB cover the whole
surface of the GNR. At some specific locations, the GNRs
surface present less compact assemblies of CTAB. This occurs
at any large angular change at the surface, especially at their
extremities (Fig. 1b). Such observation has also been reported
by Le Ru et al. on bipyramides. The authors have especially
shown that the tip of the bipyramides are not covered by
CTAB and are free to receive some analytes [22].
Proteins Coated-Gold Nanorods
Table 1 gives the detailed protein concentrations used for the
LSPR shift measurements. The concentrations were not
exactly identical; but it has no direct effect on the experi-
ments since the proteins are in large excess compare to the
GNRs. The protein concentrations were chosen largely
higher than those of GNRs to be sure that all GNRs could
capture proteins. All potential localizations where the pro-
teins can be adsorbed at the GNRs surface are actually
occupied (surface saturation) and it is then expected that
the observed LSPR shift is the highest reachable with such
GNRs and proteins. The final solutions were composed of
300 μL of proteins and 300 μL of GNRs, with a pH of 6±
0.5 (the measurement was made with pH paper).
Instrumentation
The GNRs have been characterized by scanning electron
microscopy (Hitachi SU8000) and by extinction spectrosco-
py. The optical measurement has been made using a Jasco
V-670 UV–Vis-NIR spectrometer in the range of 190–
1,100 nm with a step of 1 nm. The experimentally obtained
results were compared with finite-difference time-domain
(FDTD) simulations using a commercially available FDTD
solution software package from Lumerical Inc. [23].
Table 1 Molecular weight, iso-
electric point, concentration, and
plasmon resonance shift for each
protein
Protein Aprotinin Lysosyme Carbonic anhydrase Ovalbumin BSA Conalbumin
Molecular weight/Da 6,500 14,600 29,000 43,000 66,430 75,000
Isoelectric point 10.5 11 6.55 4.7 4.8 6
Concentration/molL−1 1.5/10−5 3/10−5 3/10−5 3/10−5 6/10−5 1.3/10−5
Shift (major axis)/nm 12 8 7 9 8 7
Shift (minor axis)/nm 7 0 5 0 3 4
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The refractive indexes of the solutions were measured
using an Abbe refractometer at interchangeable prism from
Sopelem. This apparatus gives a refractive index of a liquid
from 1.3 to 1.7 with a precision of 2.10−4 refractive index
units. We respectively found n01.334 for a concentration of
conabumin of 10−5 molL−1 and n01.335 for a concentration
of 10−4 molL−1. Since the conalbumin is the heaviest pro-
tein used, we assume that the refractive index of all of the
others protein solutions should not exceed 1.335. Moreover,
ellipsometry measurement was performed on dry proteins
and the highest refractive index found was close to 1.4 [24].
Results and Discussion
GNRs exhibit transversal and longitudinal LSPR that corre-
spond to the electron oscillations perpendicular and parallel
to the nanorod axis. Figure 2 presents the extinction spectra
of GNRs alone in solution (solid line) and in the presence of
two different proteins: carbonic anhydrase (dashed line) and
ovalbumin (dotted line), respectively. Here, the synthesized
GNRs with an average aspect ratio of 2.75 have a weak
Fig. 1 a Representative scanning electron microscopy picture of syn-
thesized GNRs in the presence of protein. b Illustrative scheme of
CTAB-coated GNRs
a
b
c
Fig. 2 a Extinction UV–vis near spectra of GNRs solution (solid line),
carbonic anhydrase-coated GNRs (dash), and ovalbumin-coated GNRs
(dots), respectively. b The normalized spectra of the transversal plas-
mon band. c The normalize spectra of the longitudinal plasmon band
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transverse resonance band at 513 nm and a strong longitu-
dinal plasmonic band at 691 nm. After mixing with protein
solution the longitudinal plasmonic band redshifts by 7 and
9 nm in the presence of carbonic anhydrase and ovalbumin,
respectively, while the transversal resonance band redshifts
only in the case of carbonic anhydrase by 5 nm. This
behavior indicates the adsorption of proteins onto the GNRs
surface. This result is also confirmed by the presence of an
absorbance band at about 285 nm in the spectrum of protein-
coated GNRs (Fig. 2a) corresponding to protein adsorption.
In conclusion, when protein solution is mixed with the
GNRs, the longitudinal LSPR band and, in most of the
cases, the transversal LSPR band are redshifted due to the
change of the local dielectric environment, as a consequence
of the protein deposition onto the GNRs surface.
The GNRs extinction spectrum is further used as refer-
ence to determine any LSPR shifts due to the different
protein deposition. Table 1 summarized the LSPR shifts
observed for all the proteins used in this study. One can
notice that the LSPR shift for the LSP along the major axis
is nearly constant whatever the protein molecular weight is
(Fig. 3). An average shift of 8.5 nm is observed whereas the
protein molecular weights vary from 6.5 up to 75 kDa. This
shift does not depend on the type protein adsorbed at the
GNRs surface and there is no correlation between the LSPR
shift and the molecular weight of the protein. This observa-
tion is surprising since one could expect that the modifica-
tion of the dielectric constant around the GNRs is all the
more important that the protein weight is large.
Since the GNRs is positively charged whereas all pro-
teins are negatively charged (the zeta potential is +26 mV
for the GNRs and −42 mV for carbonic anhydrase or
−26 mV for ovalbumin), there is an electrostatic attraction
between the GNRs and the proteins. Thus, we assume that
the LSPR shift is only due to the GNRs/protein interaction,
and not to any GNRs/GNRs interactions (the GNRs repel
each other). To confirm this observation, we can also notice
that we do not observe the LSPR large shift (as large as
several tens of nm) and the LSPR broadening occurring
when the GNRs interact together in the near-field (GNRs
distance lower than few tens of nanometer).
In order to explain the experimentally measured LSPR
shifts, FDTD simulations were performed on a single
CTAB-coated GNR and protein-capped GNR (Fig. 4a).
The nanoparticle was treated as a semispherical end-
capped cylinder with 44 nm length and 16 nm width accord-
ing to the average size obtained from transmission electron
microscopy measurements and the position of the plasmon
resonances band. We considered a total-field/scattered-field
Fig. 3 Spectral shift of the LSPR as a function of the protein molec-
ular weight (white point for transversal plasmon band and black point
for longitudinal plasmon band)
Fig. 4 a FDTD simulated longitudinal extinction spectra obtained for
a single GNR of 44 nm length and 16 nm width coated with a 4 nm
CTAB layer (spectrum a) and BSA-capped GNR, considering n01.37
(spectrum b) and n01.4 (spectrum c). b Schematic illustration of the
GNR assumed in simulation
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source with a wave vector k normal to the plan comprising
the longitudinal axis of the nanorod and the incident elec-
tromagnetic field E0 polarized either perpendicular to or
along the longitudinal axis. The computation volume was
divided into two different regions, one including both inci-
dent and scattered fields (total field) while the other includ-
ing only the scattered field. The extinction spectra were
calculated using a 0.6 nm grid size. The structure was placed
in an aqueous surrounding media (n01.33). The dielectric
dispersion of gold was determined by best fitting the exper-
imental data reported in literature (Johnson and Christy
reported dielectric constant) [25]. Considering that the
CTAB layer is more densely packed on the lateral facets of
GNR compared to its ends, the coating CTAB shell was
modeled as a 4 nm layer with a refractive index of 1.435
wrapped around the cylinder [26] while for less densely
packed layer from the ends an effective refractive index of
1.363 obtained for a combination of 30 % CTAB and 70 %
water was considered (Fig. 4b). Subsequently, in order to
simulate the protein adsorption at the semispherical ends of
GNR, we have chosen the particular case of BSA, an ellip-
soidal protein with the major axis of 14 nm and the minor
axis of 4 nm having a refractive index of 1.445. In the first
approximation, the BSA layer covering the GNR ends was
modeled as a 14 nm semispherical shell with a refractive
index of 1.4, considering the case of 80 % coverage. Taking
into consideration that the maximum surface area per GNR
available for the absorption of BSA molecules is 803 nm2
(calculated as the total surface of the two semispherical caps
in the absence of CTAB molecules) and the average area
occupied by a single ellipsoidal BSA molecule on the basis
of its size is 12.6 nm2 [27], 63 BSA molecules deposited at
the semispherical ends of one GNR for a surface coverage of
100 % was calculated. The simulated spectrum obtained for
80 % coverage is redshifted by 13 nm compared to the
spectrum obtained for the CTAB-coated GNR, which means
that experimentally, the concentration of BSA molecules at
the surface of the GNR ends is actually lower than the
assumed situation (see Fig. 2c). In this context, with the
aim to reproduce the LSPR result, the refractive index of the
covering layer was reduced to 1.37 case in which we assume
that GNR ends surface is only 40 % covered with protein.
The resulting redshift of 8 nm is in good agreement with the
experimentally obtained value. This result suggests the pres-
ence of about 25 BSA proteins at the extremities of the
GNRs, demonstrating the formation of a partial layer at
the GNRs surface.
Moreover, the same LSPR shift is observed for all the
proteins, meaning that the local modification of the refrac-
tive index is always the same. In Fig. 3, a nearly constant
redshift of the minor axis LSPR is observed for all the
proteins except lysozyme and ovalbumin for which the shift
is null (we will come back on this effect latter). We explain
this observation as follow: as mentioned before, the GNRs
are covered by CTAB except at their extremities (Fig. 1).
The CTAB layer should block the protein deposition
along the major axis and they should only adsorb at
the GNRs extremities. In this case, the coverage would
be exactly the same whatever the protein since the free
space is constant for all GNRs. For a larger protein, a
lower number of proteins will adsorb leading then to a
nearly constant LSPR shift.
This latter observation gives us some interesting infor-
mation on the sensing capacities of the GNRs. For saturated
GNRs, a shift of only 8 nm can be observed which is very
low. If we assume that only 40 BSA proteins (20 for each
extremity) can effectively be adsorbed at the GNRs extrem-
ities, we get such redshift for a BSA concentration around
10−8 mol/L (corresponding to 40 BSA molecules per GNR
multiply by the GNRs concentration known to be 2.8×
10−10 mol/L). If we suppose that we could observe some
redshift of 0.1 nm, it means that limit of detection will be
around 10−10 M with a sensitivity of 10−9 mol/L/nm. All
these values should be modulated depending on the proteins
weight (lower is the protein weight lower is the detection
limit but lower is the sensitivity). Thus, the detection range
is very thin (between 10−10 and 10−8 mol/L) and it seems to
be difficult to get some dependence with the weight on the
proteins. These observations indicate also that the use of
GNRs as biosensor could only be used to detect the presence
of proteins in a solution (qualitative information) but could
not give any quantitative information on the protein weight
or concentration (determination of a precise concentration
and identification of the proteins).
Another interesting result is given by the observation of
the minor axis shift for lysozyme and ovalbumin. As men-
tioned previously, the LSPR shift in the minor axis direction
is null. On these specific cases, since there is a LSPR shift
only for the major axis, the presence of protein affects only
the LSPR in one direction and not the other one. We inter-
pret this result as a supplementary proof that the protein
attached only on the ends of the GNRs. It also means that
any change of the local refractive index in one specific GNR
direction will only affect one LSPR position and not both
(only the major axis LSPR in our case). Local refractive
index change could then not be considered in an equivalent
effective refractive index since in this case, both LSPR
should have been redshifted.
Conclusion
In this paper, we have discussed the consequences of the
protein absorption on the LSPR of GNRs. We found that a
LSPR shift is constant whatever the protein used and does
not depend on their molecular weight. We then conclude
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that the use of GNRs in biosensing system could only give
qualitative information on the presence of proteins in solu-
tion but not quantitative information on their characteristics
(size, weight, etc.). We demonstrate that the proteins are
adsorbed only at the GNRs extremities. We also show that
in some specific cases, only the major axis LSPR is red-
shifted whereas the minor axis LSPR is not modified.
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Abstract In this paper, gold nanorods’ (GNRs) interaction with
different proteins (i.e. carbonic anhydrase, lysozyme, ovalbumin
and bovine serum albumin (BSA)) at physiological pH is
investigated using localized surface plasmon resonance (LSPR)
spectroscopy. We observe that the incubation of these proteins at
different concentrations with cetyltrimethylammonium bromide-
cappedGNRs of three aspect ratios induces dramatic changes
in the extinction spectra of the nanoparticles. In particular, we
correlate the position and shape of the longitudinal LSPR
peaks to the ability of the proteins to specifically interact with
GNRs’ surface. The different types of behaviour observed are
explained by the exposed molecular surface area of the
proteins’ cysteine residues as modelled on the basis of their
respective X-ray crystallographic data structures. Cysteine is
the only amino acid that exhibits an SH group that is well
known to have a strong affinity to gold. The presence and
the accessibility of such a residue may explain the protein
binding to GNRs. The isoelectric point of the proteins is
also an important characteristic to take into account, as the
electrostatic strength between GNRs and protein explains
some of the cases where aggregates are formed.
Keywords Proteins . LSPR . Gold nanorods (GNRs) .
isoelectric point . Solvant accessible area
Introduction
During the last decades when nanosciences have made
their revolution, gold nanoparticles (GNPs) have attracted
particular interests for many reasons. Among them, two have
drawn our attention in the present study. First, their genuine
optical properties make them of prime choice for many
applications especially in medicine and biology [1, 2].
Second, they are highly stable in many liquid or gaseous
environments, which makes them very versatile. GNPs provide
high contrast in cellular and tissue imaging using confocal
reflectance microscopy [3] or dark-field imaging [4]. They
have been used in photothermal therapy of cancer [5]. Their
optical relevance is mainly due to the localized surface plasmon
resonance (LSPR) emerging in the visible spectral range for
GNPs with size between ~2 to ~200 nm. Moreover, LSPR can
be finely tuned by changing the GNPs size, environment or
shape. The literature is rich in articles describing protocols to
synthesize a wide range of GNPs of different shapes and
geometries such as spherical particles, nanorods, nanoshells,
nanostars and nanocages [6, 7]. Interestingly, a non-spherical
nanoparticle will present several resonance characteristics of
its shape [8, 9]. Gold nanorods (GNRs) are in this aspect,
highly studied because their LSPR can be tuned on a wider
wavelength scale. The aspect ratio of GNRs is also easily
deduced from their absorption spectra. The LSPR sensitivity
to the nanoparticle close environment makes GNPs good
candidates for sensor use.
GNRs are more and more often used in biology and for
biomedical applications. Reports are found on their use in
biosensing, bio-imaging, photothermal therapy or even in
theranostic [10–13]. The common point of all these works is
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the necessity to attach the appropriate biomolecules to the
GNRs, in order for it to accomplish the task it was designed
for. For this, several routs can be considered, namely ligand
exchange, electrostatic interaction, biofunctional linkage and
surface coating. All these techniques are described in detail in
[14, 15]. Giving the increasing interest of scientist from all
disciplines for working with these tremendous nanostructures
in a bio-environment, it is of crucial importance to understand
how they directly interact with biomolecules.
In the present study, cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB)-capped GNRs were synthesized using the seed-
mediated growth method in order to study their direct
interaction with four different proteins (i.e. carbonic anhydrase,
lysozyme, ovalbumin and bovine serum albumin (BSA)).
GNRs represent a unique class of metallic nanostructures with
two well-defined LSPR bands in the visible/near infrared
spectral range corresponding to electronic oscillations along
the short and long axis of nanorods. In a previous work [16],
we already showed that the position of these two LSPR bands
is not dependent on the molecular weight of the proteins
interacting with the GNRs surface. In this context, we are
interested in investigating the interaction of the above
mentioned proteins at physiological pH with GNRs as function
of their concentrations using LSPR spectroscopy.
Experimental
Reagents
Tetrachloroauric(III) acid (HAuCl4), CTAB and ascorbic acid
were purchased from Aldrich. Sodium borohydride (NaBH4,
99 %) and silver nitrate (AgNO3) were obtained from Merck.
Lysozyme from chicken egg white (ref. 62970), carbonic
anhydrase from bovine erythrocytes (86.5 %, ref. c3934)
and albumin from bovine serum (BSA ref. a8806, 96 %) were
purchased from Sigma-Aldrich. Ovalbumin (ref. W377206)
has been provided by GE Healthcare. All proteins were
dissolved in distilled water at concentrations ranging from
10−10 to 10−4 M. Table 1 gives the main characteristics of
the proteins used.
Synthesis of GNRs
GNRs were synthesized utilizing the seed-mediated growth
method described in details in [16]. The UV–visible spectra of
each set of GNRs are presented on Fig. 1. The shift of the
spectra is explained by the fact that the three solutions contain
GNRs with different aspect ratios.
Preparation of proteins/GNRs conjugates
All protein solutions were prepared in distilled water at
pH=7±0.5. Six concentrations of protein solutions were
prepared (100 pM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 μM, 10 μM
and 100 μM) except for BSA for which just 1 nM, 100 nM
and 10 μM solutions were prepared. Then, 250 μl of pure
GNR solutions were mixed with 400 μl of the protein solution
at different concentration values. The samples were incubated
at room temperature for 20 min before the measurement.
Instrumentation
The interaction between CTAB-capped GNRs and the different
proteins was characterized by extinction spectroscopy. Spectra
were recorded using a Kontron Uvikon 941 spectrophotometer
in the range of 400 to 800 nm with 1 nm step and 1 nm
resolution. The extinction spectra were fitted using the
“multipeak fit” tool on Origin® with a Lorentzian type.
The GNRs morphology was analysed with conventional
transmission electron microscopy (TEM) using a JEOL 100 U
type TEMmicroscope operated at 100 kVaccelerating voltage.
The ζ potential of the colloidal solutions was measured using a
particle analyser (Nano ZS90 Zetasizer, Malvern Instruments)
equipped with a He–Ne laser (633 nm, 5 mW) and a
measurement angle of 90°. Each sample was measured three
times, and the mean value was reported.
Table 1 Proteins characteristics
Protein Molecular
weight (kDa)
Isoelectric
point (IEP)
pH Number of
accessible sulphur
BSA 66.5 4.7 7±0.5 2
Ovalbumin 43 4.6 7±0.5 1
Carbonic
anhydrase
29 5.9 7±0.5 0
Lysozyme 14.6 11.35 7±0.5 1
Fig. 1 Normalized LSPR spectra of the three types of synthesized GNRs
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The solvent molecular surface area (MSA) of the proteins
was estimated using a solvent probe of 1.4 Å; numerical
results were obtained using GetArea [17] and graphically
confirmed using Jmol (http://jmol.sourceforge.net).
Results
Figure 1 illustrates the normalized extinction spectra of the as-
synthesized GNRs. The spectral position of transversal LSPR
band and the longitudinal LSPR bands at 639, 662 and
686 nm correspond to GNRs with aspect ratios of 2.1 (average
length/width, 46/22), 2.52 (average length/width, 43/17 nm)
and 2.8 (average length/width, 42/15 nm), respectively, as
given by TEM images (see inset in Fig. 1). In the following,
data will be presented showing the interaction of proteins
with one set of the GNR. All the experiences were repeated at
least once with another set of GNR, and the results were
reproducible. Herein, we will mainly focus on the study of
the longitudinal LSPR (i.e. width and position) to explain the
mechanism of GNRs/proteins interaction.
Figure 2 presents the modifications of the longitudinal
LSPR peak of GNRs in the presence of different concentrations
of proteins. Upon incubation of GNRswith carbonic anhydrase
(Fig. 2a) and lysozyme (Fig. 2b) protein solutions, the positions
of the longitudinal LSPR peaks vary as function of protein
concentration. Moreover, we observe that the width of the
bands is constant, indicating a good dispersion of the
nanoparticles in the solution. On the opposite, dramatic
changes of the longitudinal LSPR bands were observed after
incubation of the colloidal solution with ovalbumin (Fig. 2c)
and BSA (Fig. 2d) solutions. In the case of ovalbumin (Fig. 2c),
the protein seems to interact with GNRs’ surface in the same
manner as carbonic anhydrase or lysozyme except at 100 nM
and 1 μM. At these concentrations, the intensity of plasmonic
band suddenly decreases together with its broadening, clearly
suggesting the aggregation of nanoparticles. Similarly, this
phenomenon was also induced by BSA protein at the
concentrations of 1 and 100 nM (Fig. 2d). Taking into account
that the spectral position of the LSPR band is strongly
dependent on the dielectric function of GNRs’ local
environment, the modification of its position together with its
broadening indicate the extent of individual or aggregated
nanoparticles in colloidal solution.
In order to study these spectral modifications, we have
fitted the longitudinal LSP band with Lorentzian curves. As
Fig. 2 Longitudinal LSPR band of synthesized GNRs in the absence and presence of: a carbonic anhydrase, b lysozyme, c ovalbumin and d BSA of
different concentrations
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it reveals on Fig. 2c, d, the widest LSP were fitted with two
Lorentzian when only one was needed for the unaltered LSP.
The experimental recorded curve reflects a composite
plasmonic resonances of (1) GNRs interacting with the protein
as mentioned above (individual mode) and (2) protein-
induced aggregation of GNRs (aggregation mode).
To understand the mechanism underlying these two modes,
Fig. 3 was plotted. For this, the shift between the highest LSPR
(aggregation mode if it exists, otherwise the normal mode)
and the pure GNRs is measured and then plotted. Giving the
resolution of the spectrometer, there is no observable shift for
carbonic anhydrase. On the opposite, the GNRs’ individual
mode in presence of lysozyme and ovalbumin proteins,
respectively, displays a red shift for a high enough concentration
(~10 nM), indicating an increase of the dielectric constant
of the GNRs surrounding medium. In other words, a material
with higher dielectric constant than CTAB has replaced or at
least attached to the surfactant molecules. Obviously, this
material can only be the proteins.
The extent of this red shift varies in a specific way. It is
constant or slightly decreases as the protein concentrations
increase until it reaches a minimum value at 10 nM for
lysozyme and 1 nM for ovalbumin. For higher concentration,
the extent of the shift increases again. We believe that this
behaviour highlights some aspect of the GNRs/protein
interactions as it is discussed in the next section.
Discussion
We explain the behaviour of the proteins toward GNRs by
exploiting the available data on their electric charges and
structures. The electric charge of the proteins at the working
pH was obtained from their isoelectric point (Table 1). The
electrostatic interaction between proteins and GNRs was
studied, taking into account that the GNRs are capped with
CTAB, which makes them positively charged (the ζ potential
was measured to be +20 mV).
The structure of the proteins was gathered from the RCSB
Protein Data Bank©. The structure of the proteins studied here
was obtained from X-ray crystallographic data [18–21]. The
cysteine (Cys) residue is the centre of our interest since it is the
only amino acid which owns a thiol group. In chemistry, thiols
are compounds which are very famous to demonstrate strong
affinity to gold. In the presence of thiols, strong sulphur–gold
bonds are formed, which are renowned to be strong covalent
bonds. Previous studies [22, 23] on GNPs/protein interactions
have shown that the binding of protein to a very small GNP
depends firstly on the existence of a Cys inside the protein and
secondly, on the accessibility of the thiol group of the Cys
residue. Herein, the sulphur accessibility is estimated via the
notion ofMSA [24]. This is defined as the contact surface area
of a solvent probe sphere that rolls along the surface of the
protein. Using the software GetArea, we have calculated for
each Cys residue, its MSA and the surface energy of the
corresponding sulphur. The idea here is to measure the
availability of the sulphur to bind to the GNRs. The same
approach was followed using Jmol. Figure 4 shows the MSA
(red dots) for a 1.4-Å sphere rolled on the protein surface.
In particular, carbonic anhydrase has only one Cys residue
which is located inside its volume, making the sulphur non-
accessible for binding with GNRs. Thus, the only existing
interaction between carbonic anhydrase and GNRs is through
electrostatic forces. As the carbonic anhydrase is negatively
charged at the working pH of 7, it can only bind to positively
charged structures, here, the CTAB-capped GNRs. We
suppose that carbonic anhydrase can only weakly adsorb on
the CTAB double layer and not on the GNRs’ surface. This
explains that no shift is observed for carbonic anhydrase on
Fig. 3 Longitudinal LSPR peak shift versus protein concentration. The
longitudinal LSPR shift is calculated by comparing the position of the
LSPR band of pure GNRs solution with the position of the corresponding
band of conjugates
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Fig. 3a: the GNRs environment does not change and so its
longitudinal LSPR. However, small deviations can occur, that
are probably due to the imperfection of the CTAB capping.
Especially, it is known that the CTAB double layer is sparse at
the GNRs extremities.
As mentioned above, in the case of lysozyme and
ovalbumin, the behaviour of individual mode is quite different.
For both proteins, a red shift is observed for all the
concentrations. If the proteins were just electrostatically
adsorbed to the CTAB double layer, we would observe no shift
just as for carbonic anhydrase. Thus, we can conclude that
lysozyme and ovalbumin replace CTAB. We also observe for
both proteins that the red shift extent first decreases until a
specific concentration before it increases again. The CTAB
bilayer surrounding the GNRs is most probably in competition
with the protein. As shown in Table 2 and Fig. 4, lysozyme and
ovalbumin have one accessible thiol. It is known that the
functionalization of CTAB-capped GNR with thiolated
molecules is trivially made by the sulphur–gold interaction that
overcomes the weak binding of CTAB to gold [14]. The
consequence of the addition of lysozyme (respectively
ovalbumin) is the binding of the protein to gold GNR and the
removal of CTAB. We observe here that a minimum value of
the concentration has to be reached before proteins replace
most of the CTAB (when the red shift extent increases).
If the first part of the LSPR, shift is similar for lysozyme and
ovalbumin; the latter shows two main specificities. First of all,
in the case of ovalbumin, the lowest red shift of the LSPR band
occurs for a lower concentration than for lysozyme. Contrary to
lysozyme, ovalbumin is negatively charged in the experimental
conditions (see Table 1). As the GNRs are strongly positively
charged, the electrostatic attraction forces are added to the thiol
attraction. The result is an easier attachment of the proteins to
the GNRs.
The second point to rise is the aggregation taking place at
100 nM and 1 μM (Fig. 3b). Once again, we explain this
behaviour by the surface charge of ovalbumin. Electrostatic
attraction forces act on several GNRs at the same time
allowing the formation of aggregates. This is why the
ovalbumin/GNRs ratio has to be very well controlled to avoid
charge neutralization and hence aggregation. Many studies
have already shown that a stabilized attachment of proteins
Fig. 4 CPK view of a carbonic
anhydrase, b lysozyme, c
ovalbumin and d BSA. The red
dots materialized the MSA; the
Cys residues are coloured in
green and the sulphur atoms in
yellow
Table 2 Summary of the cysteine (Cys) residues properties in carbonic
anhydrase, lysozyme, ovalbumin, BSA and IgG
Protein Number of
Cys residues
Number of Cys
residues with
MSA >20 Å
Number of SH groups
with surface energy
>15 mcal mol−1
Carbonic
anhydrase
1 0 0
Lysozyme 8 1 1
Ovalbumin 23 1 1
BSA 35 5 2
IgG 34 5 2
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to GNPs thanks to electrostatic interaction required an
optimization of both the pH and the concentration of the
solutions [14, 25, 26].
The case of BSA has in common with ovalbumin that it is
negatively charge at pH 7 and thus is electrostatically attracted
to the CTAB-capped GNRs. Nevertheless, BSA has also
the characteristic of containing quite a lot of Cys residues
(see Table 2). Among them, only five are solvent accessible,
and among these five, two sulphur have enough surface
energy to bind to gold surface. Not only BSA has twice more
accessible sulphur than lysozyme or ovalbumin but these two
sulphurs (in Cys 200 and Cys 559) are located on opposite
sides of the protein (Fig. 4d). This way, one BSA can bind to
two different GNRs. This is how very strong aggregates are
formed.
The longitudinal LSPR is becoming closer to the same
band of pure GNRs as the BSA concentration increases. The
origin of this can be the fact that a strong excess of BSA in the
presence of CTAB is known to form aggregates of proteins
[27]. The concentration of BSA actually interacting with
GNRs is thus much lower than the nominal concentration.
Instead of increasing, the number of BSA interacting with
the GNRs is decreasing, explaining the reduction of the
longitudinal LSPR shift.
Conclusion
In this article, we have investigated the interaction of GNRs
with carbonic anhydrase, lysozyme, ovalbumin, and BSA
regarding the proteins concentration using LSPR spectroscopy.
In a previous study [16], we have already demonstrated that
the longitudinal LSPR shift is the most significant for the
understanding of GNRs/protein interaction. In the same
reference, we established the fact that the molecular weight
of the proteins is not a relevant parameter to characterize this
interaction. In the present letter, we have considered the protein
concentration, isoelectric point and the MSA to explain the
experimental results. The conclusion is that the number of
accessible sulphurs is of crucial importance to explain the
shape of the longitudinal LSPR shift evolution with the
concentration. If there are too many, like in the case of BSA,
strong aggregates are formed. If there is only one, the evolution
of the longitudinal LSPR with the concentration presents
two parts: the first one decreases and the second one increases.
Then, the isoelectric point gives insight of the electric charge
of the protein and explains some of the GNRs/proteins
aggregation cases. Carbonic anhydrase which has no
accessible sulphur and is negatively charged barely binds to
GNRs. In comparison, ovalbumin has one accessible sulphur
and is negatively charged; it binds to GNRs and in some
conditions can even form electrostatic aggregates.
Liu et al. [28] conducted a similar study in 2012 using
dynamic light scattering (DLS) instead of extinction
spectroscopy. They come to the same conclusion as us,
concerning the interaction between GNRs and BSA or human
serum albumin, and they show that immunoglobulin (IgG and
IgA) follow the same behaviour as ovalbumin. However,
they fail to explain the difference of behaviour between
these proteins. When looking at the available sulphur in
IgG or IgA (Table 2) [29], we found that the three of them are
in the same location (bottom of Fab and top of Fc). Steric
interaction most probably cancels the duplicity of thiols, so
they behave as there was only one accessible sulphur. This is
in complete agreement with the explanation developed in our
study.
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VI.2 Optimisation des nanostructures pour une 
détection par diffusion Raman exaltée de surface 
 
Les études sur la RPSL nous ont montré que cette méthode de mesure n’est pas la plus 
appropriée pour l’identification et la détection des protéines. C’est pourquoi nous avons 
décidé d’utiliser une autre méthode de détection, la diffusion Raman exaltée de surface. La 
DRES est une technique de détection très sensible permettant la détection de molécule unique 
[127, 179]. Cette sensibilité est acquise grâce à une exaltation optimale du signal Raman. 
L’exaltation électromagnétique est due aux plasmons de surface localisés qui entre en 
résonance avec la longueur d’onde laser. Ainsi, en fonction de la longueur d’onde excitatrice, 
la relation entre la position de la RPSL et l’intensité DRES n’est pas identique [117, 121, 
123]. Les règles d’optimisation de la position de la RPSL pour obtenir le signal DRES 
maximal dépendent donc de la position de la longueur d’onde excitatrice. Ceci peut provenir 
du fait que la RPSL est une mesure en champ lointain tandis que la DRES est une mesure en 
champ proche. La compréhension des différents phénomènes qui sont à l’origine de ces 
relations permettrait de déterminer les nanostructures optimales en fonction des paramètres de 
mesures. Par ailleurs, la RPSL est dépendante des propriétés géométriques des nanostructures. 
La lithographie électronique, ainsi que la lithographie par nanoimpression, permettent de 
maitriser l’espace entre les nanostructures, en plus de leur forme et de leur dimension. Elles 
peuvent donc être utilisées pour fabriquer des substrats DRES reproductibles [91, 173, 180]. 
L’optimisation de tous ces paramètres, pour différentes longueurs d’ondes excitatrices, 
permettrait d’obtenir une reproductibilité de l’intensité et de la sensibilité du signal. 
La première étude, décrite dans l’article 3, est basée sur des mesures expérimentales de 
nanostructures non couplées, grâce auxquelles nous avons déterminé une relation permettant 
de calculer la position optimale de la RPSL en fonction de la longueur excitatrice. Le modèle 
proposé par Zuloaga [181], basé sur un oscillateur harmonique, a été utilisé pour étudier le 
décalage entre le champ proche et le champ lointain. Mais celui-ci s’avère inopérant pour 
décrire les effets observés expérimentalement. Des simulations faîtes par DDA (Discrete 
Dipole Approximation) ont donc été réalisées afin de comprendre ce décalage. Pour une 
nanostructure isolée, l’application du modèle proposé par Zuloaga, et les calculs faits par 
DDA, n’expliquent pas les résultats expérimentaux et le décalage entre le signal SERS et la 
position optimale de la RPSL. Cependant, une modélisation par DDA d’un réseau de 
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nanostructures aboutit à des résultats concordant avec les mesures expérimentales. En utilisant 
cette modélisation, le calcul de la position de la RPSL en fonction de la longueur excitatrice 
reproduit les résultats obtenus confirmant la relation que nous avions établie préalablement. 
Par la suite, nous avons réalisé une étude des caractéristiques des capteurs DRES basés 
sur l’utilisation de nanostructures optimisées. L’article 4 présente l’étude de la limite de 
détection, de la sensibilité et de la reproductibilité du signal DRES obtenue sur des 
nanocylindres, fabriqués soit par lithographie électronique soit par lithographie par 
nanoimpression UV. Ces trois critères ont également été analysés sur des nanobâtonnets 
couplés. Nos résultats nous ont permis de déterminer que la limite de détection atteinte avec 
les nanocylindres est de l'ordre de 10-10 M. La variation de limite de détection due à la 
longueur d’onde est de seulement un ordre de grandeur. Les mesures faîtes sur les 
nanostructures produites par lithographie électronique indiquent un signal DRES 
reproductible, contrairement à celles produites par lithographie par nanoimpression UV. Avec 
les nanobâtonnets couplés, il est possible de mesurer des concentrations de l’ordre de 10-12 M, 
soit deux ordres de grandeurs de mieux que les nanocylindres, tout en gardant le même niveau 
de reproductibilité. Ces données montrent que la lithographie électronique permet la 
conception d'un biocapteur basé sur la DRES, qui soit sensible et reproductible. 
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Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) is a powerful technique to detect and 
characterize chemical [1-7] or biological [8-10] species. Due to the high enhancement factor 
that can be reached in SERS, it has already been demonstrated that molecule can be detected 
at very low concentrations paving the way to the single molecule sensitivity [11-17]. SERS 
exploits the optical properties of metallic nanostructures and their resonant interaction with 
light. It is mainly based on two mechanisms: (i) a chemical [18, 19] and (ii) an 
electromagnetic [20, 21] effect. The former one results on the adsorption of the first layer of 
molecule at the metallic surface [22]. Even if this effect is not completely elucidated, it has 
been assigned to charge transfer or chemical bounds formation between the metallic surface 
and the molecule. The enhancement factor from chemical effect is estimated to be close to 102 
[23, 24] whereas it can reach to 108 for the electromagnetic one [25, 26]. The chemical effect 
is then often neglected compared to the electromagnetic one. This latter effect is due to the 
high enhancement of the electromagnetic field at the vicinity of the nanostructure surface. 
This near-field (NF) enhancement is directly related to the excitation of the Localized Surface 
Plasmon (LSP), which is associated to the collective oscillation of the free electron cloud 
inside the nanostructure. In resonance with an excitation wavelength, the LSP creates a high 
electromagnetic field close to the nanostructure whose intensity decreases exponentially with 
the distance to the surface. The electromagnetic effect is the result of two contributions. The 
first one is due to the enhancement of the excitation field, whereas the second one is the 
enhancement of the Raman scattering, known as the re-radiation effect [27, 28]. The total 
enhancement factor, G(0,R), can then be calculated as the product of the enhancement 
factor, f(0), at excitation wavelength 0 with the enhancement factor, f(R), at Raman 
wavelength R corresponding to the considered Raman band. Then, the SERS intensity can be 
written such as: 
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 ISERS = G(0,R).I0 = f²(0).f²(R).I0 (1) 
Where ISERS corresponds to the SERS intensity and I0 is the Raman scattering intensity in 
absence of nanostructures, e.g. when molecules are deposited on non-enhancing films [29, 
30]. 
The close relation between the LSP resonance (LSPR) and the SERS intensity has already 
been discussed in the literature [31-36]. It has been shown that it is necessary to finely tune 
the optical properties of the nanostructures in order to reach the highest enhancement factor. 
Several studies have claimed that the best enhancement factor is reached for a LSPR position 
at the average between the 0 and R [27, 32, 36]: 
     
    
   
 
 (2) 
But it has also been demonstrated that such optimization rules depends strongly on the 
nanoparticle shape [28, 34] and on the excitation wavelength [35, 37]. In these former studies, 
it has been suggested that the deviation between the expected position of the LSPR for the 
optimization of the SERS signal and the observed rules are to a specific behavior of the near-
field. In this paper, we give evidence of this discrepancy between the near-field and the far 
field and we demonstrate that in the specific case of nanoparticle arrays it is not due to a 
spectral shift between the near-field and the far-field but to a near-field intensity change. 
Moreover, we are able to predict the best enhancement factor for a given 0 and thus to 
propose a general rule for the optimization of the SERS surface. 
Results and discussion 
The nanoparticles were made by electron beam lithography (EBL) (see methods) on CaF2 in 
order to control precisely their geometrical parameters and as a consequence to finely tune 
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their optical properties [38-40]. The nanoparticles are gold nanocylinders (NC) having 
different diameter from 50 up to 200 nm in diameter in square array. The distance between the 
NCs is fixed at 200 nm in both directions to avoid any near-field coupling. To confirm the 
homogeneity of the nanostructures and the production of highly reproducible NCs, Scanning 
Electron Microscope (SEM) analysis was performed (Fig. 1). 
 
FIG 1: Scanning electron microscopy (SEM) image of the antenna array 
(the white scale bare is 1 µm) and cylinders with a diameter of 200 nm. 
Fig. 2a shows the intensity of the investigated Raman band at 1072 cm-1 corresponding to a 
wavelength R=710 nm. This measurement was done using an excitation wavelength 0=660 
nm. A strong variation of the SERS signal is observed with the LSPR position (one order of 
magnitude between the highest and lowest signal).The experimental data follow a lorentzian 
distribution as shown by the black line on Fig 2a. This can be explained by the fact that each 
plasmon response describes a lorentzian curve [41]. The lorentzian fit points that the highest 
intensity should be reach for a LSPR at 679 nm (close to a NC diameter of 145 nm, see Fig. 
2b). This corresponds to a LSPR located between the 0 and R, however it is blue-shifted 
compared to the expected position (0 + R)/2 (685 nm). This result confirms what we have 
already published concerning another molecule: bipyridyl ethylene (BPE) [35]. In this paper, 
the NCs were made on glass with chromium adhesion layer. Two excitation wavelengths were 
used 633 nm and 785 nm. And the focus of the paper is made on the band at 1200 cm-1. 
Nanocylinders :  
100 nm < Ø < 600 nm,  
height = 50 nm 
λ0#=#632.8#nm 
Gold nanocylinders: SERS 
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Despite all of these differences, the same blue shift is observed concerning the LSPR position 
for the highest intensity compare to what is theoretically expected. 
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FIG 2: (a) SERS intensity as function of LSPR position for an excitation wavelength of 660 
nm and using NC arrays, (b) LSPR position as function of cylinders diameter, (c) observed 
optimized LSPR position (black square) and expected optimized LSPR position ((0 + R)/2, 
black dots) as function of excitation wavelength. The straight and dashed lines are the linear 
fit of the experimental and theoretical points. 
 
Since the bands under investigation for BPE and BT are spectrally very close we have 
summarize the results in Fig. 2c.The experimental LSPR position (dots) is clearly blue shifted 
compare to the expected one (squares). This shift increases linearly with the excitation 
wavelength. There is none at 633 nm but it is equal to 71 nm at 785 nm. A specific rule can be 
determined using the fit of the experimental points. Thus, we assume that the optimized LSPR 
position for NCs can be calculated as follow: 
LSPR = 0.5890 + 288 
With such a law, the best LSPR position can be determined and predicted for a specific laser 
wavelength, using cylindrical nanostructures. 
6 
 
This observation gives evidence that the “rule” indicating that LSPR should be located at 
average between 0 and R is no more applicable on the whole visible range but depends on 
the excitation wavelength. Previous studies have attributed this phenomenon to the shift 
between the plasmon resonance maximum and the maximum field enhancement reached at 
the particle surface. This experimental shift comes from the fact that the LSPR is measured 
far from the NC surface while SERS enhancement is a process occurring at the close vicinity 
of the NC. In other words, the plasmon resonance is a far field (FF) measurement and the 
SERS is a near field (NF) effect. Grimault et al.[37] explain that their FDTD simulation fails 
to accurately describe the correlation between LSPR and SERS enhancement because the 
extinction spectrum does not give enough data to accurately locate the maximum of the SERS 
gain in NF. In keeping with this idea, Zuloaga et al.[42] explain that the NF spectra of 
plasmonic nanoparticles are red-shifted compared to their FF spectra by considering the 
plasmon as a damp driven harmonic oscillator (HO). 
The NF to FF discrepancy was then investigated more deeply by numerical modeling using 
Discrete Dipole Approximation (DDA) with the DDSCAT 7.3. 
In a first approach, an individual gold NC was considered on top of a layer of glass, a 
chromium film of 2 nm thickness in between. The refractive index of gold was taken from 
Johnson and Chrities and the refractive index of the glass substrate was considered constant 
and equals to 1.51. The NC top angle was rounded with a radius of curvature of 10 nm to take 
into account the imperfection of nanoparticles fabrication process. The interdipole length was 
2 nm. The height of the NC was 50 nm and the modeled diameters were 100 nm, 128 nm, 148 
nm, 180 nm, 200 nm, 248 nm and 300 nm. 
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Figure 3: Isolated nanocylinder: a) Extinction 
efficiency, b) Mean of the density of the 
square of the electric field in a 2 nm thickness 
layer around the nanoparticle, c) NF to FF 
spectral shift. 
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Figure 3a represents the NC extinction efficiency which corresponds to its LSPR spectrum 
and thus to its FF properties. Fig 3b shows the mean of the density of the square of the electric 
field in a 2 nm thickness layer around the nanoparticle, that is to say the NC NF feature. The 
extinction efficiency shows that the plasmon band is red-shifted and gets wider as the 
diameter of the particle increases, which is consistent with the experimental data and an 
increase of the radiative damping of bigger particles. The NF plasmon bands present similar 
behavior. In contrast, they exhibit asymmetry with a positive skewness. It is worth noting that 
the NF maximum enhancement goes through a maximum and then decreases as the cylinder 
diameter increases while the FF extinction efficiency maximum keeps on increasing in this 
range of particle sizes. 
Fig 3c compares the results of the DDA calculations and the HO model developed by Zulagoa 
et al. The black diamonds give the spectral shift between the NF and the FF when the HO 
model is applied to the LSPR of one individual NC calculated by DDA (Fig 3a). The red dots 
corresponds to the spectral shift calculated by DDA between the maximum of the extinction 
spectrum (Qext on figure 3a) and the maximum of the mean of the density of the square of the 
electric field given on figure 3b that can be assigned to the enhanced intensity at the 
nanoparticle vicinity. Both curves follow the same behavior. No significant shift is noted for 
diameters of 100 nm and 120 nm. Then the NF to FF spectral shift (      
     ) increases 
steadily with the particles diameter. This is consistent with an increase of the radiative 
damping due to an increase of the NC volume that assesses the HO model and with the 
experimental data since the spectral shifts observed between the LSPR position and the SERS 
measurements are in the same order of magnitude. 
However, the calculated spectral shifts are no more consistent when the HO model is applied 
to the experimental extinction efficiency (green squares on Fig 3c). The spectral shifts are 
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then very low (in the range of less than 3 nm) and one order of magnitude lower than the 
experimental one or the one calculated by DDA, or HO on individual nanoparticle. One 
possible explanation for this discrepancy is the lower FWHM of the experimental extinction 
efficiency bands compared to the theoretical ones. Previous studies showed that a regular 
arrangement of nanoparticles may present different extinction properties from the isolated 
ones. The FWHM of the extinction band is then significantly affected with thinner width and 
with the presence of very narrow bands on the extinction spectrum. This is why numerical 
experiments were then run to investigate this effect in the NF range. 
NCs were located on a regular square array with a constant inter-particle distance of 200 nm. 
Figure 4a represents the extinction efficiency of the NC while figure 4b the mean of the 
density of the square of the electric field in a 2 nm thickness layer around the nanoparticle. 
The curves displayed on both figures are thinner than in the case of an isolated NC. 
 
10 
 
 
 
A blue-shift of both the FF and NF bands compare to the isolated particle is to be noted. As 
previously the bands get asymmetric as the particle diameter increases. 
Figure 4c represents       
      determined by three different ways. Unlike what is described on 
figure 3c, we observe that the theoretical NF to FF spectral shift calculated by comparing 
 
 
Figure 4: Periodical arrangement of  
nanocylinders: a) Extinction efficiency, b) 
Mean of the density of the square of the 
electric field in a 2nm thickness layer around 
the nanoparticle, c) NF to FF spectral shift. 
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figure 4a and figure 4b (red dots) is very similar to the spectral shift calculated by applying 
the HO model to the experimental data set (green squares). It achieves a prediction in 
accordance to our DDA calculation, in spite of a missing coupling term in the HO model that 
should be taken into account in the case of periodic arrangement of nanoparticles. As for the 
HO model applied to the theoretical extinction efficiency calculated by DDA (black 
diamonds), it leads to slightly larger values. 
The comparison between the isolated NC and the assembly of NCs lets suppose that there is 
no significant red-shift between NF to FF. The influence of the excitation wavelength on the 
best LSPR position would then come from the overestimation of the FWHM of the theoretical 
FF plasmon band. We attributed this to the variability of the imaginary part of the gold 
permittivity. 
To understand the dependency of the SERS signal on the position of the FF plasmon band, the 
theoretical SERS enhancement for a 1200 cm-1 band was calculated for three excitation 
wavelength: 633 nm, 660 nm and 785 nm. The results are plotted on figure 5. In all the cases, 
the shape of the graph is similar to the plot on figure 2a from experimental data. The 
enhancement curves obtained for the smallest 0 are very similar except for a slight shift in 
their maximum. In the latter case the maximum enhancement is about 50% lower and the 
curve wider. As stated above, the SERS enhancement vs. the NC diameter reflects the shape 
of the plasmon bands. Since they are wider for the higher 0, it is consistent that the SERS 
enhancement vs. NC will be wider at 785 nm. The direct consequence of this is that the rule 
of equation 1 is no longer verified for high excitation wavelength. 
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Figure 5: Theoretical enhancement of the 1200 cm-1 band of BPE molecule with regard to the 
nanocylinder diameters for three excitation wavelength (632.8, 660 and 785nm) 
 
     
    vs. λ0 is plotted on figure 6 for experimental (red dots) data and DDA calculation (black 
squares). Both show a very similar linear dependency. The theoretical calculation results are 
in very good agreements with the experimental data. On the same figure the result of equation 
1 is plotted as well. For an excitation wavelength of 633 nm, it is consistent with our results. 
For larger wavelength, it shows a significant gap. The measured optimal plasmon band 
position appeared to be blue shift. For small Raman shift, the application of equation 1 leads 
to a linear change of      
    with 0 with a slope of 1, greater than the slope of about 0.7 
calculated by a linear fit of our experimental and DDA data sets. However, previous 
calculations demonstrated that NF red shifts were not significant in the case of our 
nanoparticle arrangement. 
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Figure 6: Experimental and theoretical optimal plasmon band position with regard to the 
excitation wavelength 
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Methods 
Nanostructure fabrication 
The gold nanocylinders were produced by EBL on CaF2 substrates with diameters from 50 
nm to 200 nm. The distance between the NC is fixed at 200 nm in both directions to avoid NF 
coupling. The gold height is 60 nm with a titanium adhesion layer of 3 nm. The samples were 
cleaned by UV-Ozone process. 
The SERS intensity was determined using benzenethiol (BT) (C6H5SH, Sigma Aldrich ref. 
240249) as a probe molecule. A solution of 1 µM of BT in ethanol was prepared. Samples 
were immersed in the BT solution for 1h and then rinsed in ethanol twice during five minutes 
to remove excess molecules. Samples were then dried under nitrogen flow. The BT was 
chosen because of its high Raman cross section  which is around 3.10-29 cm2 [43], in contrast 
with weak Raman cross section, as water which is 1.10-31[44], or glucose, which is about 5.10-
30 cm2 [44]. Furthermore, the Raman spectrum of BT is well documented in the literature. It is 
characterized by four mains peaks [45, 46] at 1000 cm-1, 1023 cm-1, 1072 cm-1 and 1574 cm-1 
assigned to βCCC, βCH, βCCC+νCS and νCC respectively, where  corresponds to in-plane 
bending and to stretching modes [47, 48]. Moreover, the thiol group (SH) of this molecule 
interacts strongly with the gold surface favoring the formation of a single BT monolayer on 
the nanostructures [49, 50]. 
The LSPR and SERS experiments were made using an Xplora spectrometer and a Laram 
spectrometer from Horiba scientific. The LSPR measurements were performed collecting the 
transmitted white light using an objective x20 with a numerical aperture of 0.40. The spectral 
resolution of these experiments was 0.5 nm. For the SERS measurements, the spectral 
resolution was 2 cm-1 and the signal was collected using a x100 objective with a numerical 
15 
 
aperture of 0.9. The excitation laser wavelengths were 633 (Labram), 660 nm and 785 nm 
(Xplora). Acquisition time for one spectrum was 60s with 200 µW power. For each 
concentration, measurements were done ten times on different points to analyze the 
reproducibility of the signal. SERS signals were then averaged and a standard deviation was 
calculated and represented as the error bars. 
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Abstract 
Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) sensors optimization is studied from the point of view 
of sensitivity and limit of detection (LoD). The device consists in a glass plate decorated with gold 
nanostructures made by lithography. Nanocylinders were produced by electron-beam lithography 
(EBL) which produce a highly reproducible array of nanostructures but is time consuming and 
expensive. An array with the same specifications was fabricated using nano-imprint lithography (NIL). 
This technique allows the production of nanostructures with the same geometry but on a wider surface 
and for a reduce cost. EBL was also used to produce gold nanorods dimers. The results show that with 
the appropriate excitation wavelength nanorods dimers would be the most sensitive and could detect 
down to the picomolar. The use of NIL is interesting for the production of wide areas of gold 
nanostructures with a good sensitivity. However, the fabrication process introduces some 
inhomogeneities in the SERS intensity which conducts to an increase of the LoD. 
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1. Introduction 
Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) is a powerful technique to detect and characterize 
chemical or biological species [1-5]. The development of SERS substrates has allowed the detection of 
molecules at very low concentration down to the single molecule [6-10]. The enhancement of the 
Raman signal of molecules adsorbed on metallic surface is based on two mechanisms which are a 
chemical effect [11] and an electromagnetic effect [12]. The electromagnetic contribution is the most 
important, its enhancement factor can reach 108 [13] compared to 102 [14] for the chemical one. The 
electromagnetic enhancement is strongly dependent on the Localized Surface Plasmon Resonance 
(LSPR) that occurs when the free electron cloud is excited by an electromagnetic wave [15]. The 
oscillation of this electronic cloud creates a strong electromagnetic field around the nanostructures that 
is responsible for the Raman signal enhancement. The LSPR is mainly dependent on the shape and the 
size of the nanoparticles [16, 17]. Our work aims to control these parameters with lithography 
techniques to obtain highly reproducible SERS sensors. It has already been shown that the SERS 
intensity is closely related to the LSPR position as well as the laser wavelength and as a consequence 
varies according to the nanostructure shape [18-25]. However, these previous studies were focusing on 
the optimization of the nanostructured substrates regarding the best SERS enhancement factor. In this 
letter, we are looking at the sensitivity and the limit of detection (LoD) according to the geometrical 
parameters of the nanostructures used as SERS substrate. For this we used a well-known Raman 
reporter, the benzenethiol (BT). The first step of this study is based on our previous study and expose 
the comparison between two nanocylinders diameters optimized for a two distinct wavelengths is 
firstly exposed. 
Previous results demonstrate that gold nanostructure produced by electron beam lithography (EBL) 
were highly efficient as SERS substrate [4, 26] since EBL allows a perfect control of the size (down to 
few nanometers), shape and positioning of the nanostructures and thus of their optical and Raman 
enhancement properties. Yet, EBL is time consuming and expensive: in average the production of an 
array of 1 mm x 1 mm of nanocylinders takes a few tens of hours. In a commercialization purpose, this 
technique is thus barely conceivable. Other lithography techniques exist that can produce regular array 
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of nanostructures on a wide area [27]. Among them we have chosen the UV nano-imprint lithography 
(UV-NIL). Using a master mold made by EBL as a template, a stamp is used to imprint the desired 
designed on any kind of substrate. In order to compare the quality of the samples made by UV-NIL 
and EBL as SERS sensors, we have made a nanocylinders array with both techniques. 
It is of general knowledge that to increase the SERS enhancement factor it is possible to use coupled 
elongated nanostructures [28-30]. In this case, the SERS signal is improved by two electromagnetic 
processes: the lightning rod effect (elongated nanoparticles) and the electromagnetic coupling (the 
very small gap between two nanorods). The nanostructures and small gap reproducibility can be 
achieved with EBL [31] or UV-NIL [32]. Inhere we propose to use assembly of nanorods dimers made 
by EBL to look at their efficiency as SERS sensors. 
2. Experimental 
The gold nanostructures were produced by EBL and UV-NIL in order to control their size, 
arrangement and shape. Two different types of gold nanostructures have been made: individual 
nanocylinders (NCs) and coupled nanorods (NRs). NCs and NRs produced by EBL were made on 
CaF2 substrate whereas NCs made by UV-NIL were fabricated on glass substrate. We considered two 
different NCs diameters, 130 and 200 nm. These diameters have been chosen to give the highest 
enhancement factors for the respective wavelengths: 660 and 785 nm, and thus to reach the lowest 
LoD. The distance between two NCs was fixed to 200 nm in both directions to avoid any near-field 
coupling. NRs length and width were respectively 100 nm and 60 nm. The rods were coupled to form 
dimers with a gap of 20 nm between two rods. The distance between two dimers was 200 nm in both 
directions. For both shapes, the gold height was 60 nm. An adhesion layer of chromium (3 nm) has 
been used in UV-NIL process whereas it is of titanium for EBL nanostructures. Before use, samples 
were cleaned under UV/Ozone. The homogeneity of the nanostructures was confirmed by Scanning 
Electron Microscope (SEM) analysis (Figure 1). 
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Figure 1: Scanning electron microscopy (SEM) image of the nanorods array (left) and nanocylinders with a 
diameter of 200 nm (right). 
BT (C6H5SH) was purchased from Sigma Aldrich (ref. 240249). It was chosen because of its high 
Raman cross section [33]. Furthermore, the Raman spectrum of BT is well known and characterized 
by four mains peaks [34, 35] at 1000 cm-1, 1023 cm-1, 1072 cm-1 and 1574 cm-1 assigned to βCCC, βCH, 
βCCC+νCS and νCC respectively, where  corresponds to in-plane bending and to stretching modes 
(Figure 2) [36, 37]. Moreover, this molecule possesses a thiol group (SH) which has a strong affinity 
with the gold surface. Solutions, from 10-10 M to 10-3 M, were made based on a solution of 10 mM 
prepared by the dilution of 5 µL of BT (10 M) in 5 ml of ethanol. Samples were immersed in the 
solution for 1h to adsorb BT on the nanostructures. Then, samples were thoroughly rinsed in ethanol to 
remove excess of BT. Samples were dried under nitrogen. We assume that a monolayer of BT is 
formed at the nanostructure surface [38, 39]. 
The SERS experiments were performed using an Xplora spectrometer from Horiba scientific. The 
excitation laser wavelengths were 660 nm and 785 nm with a power of 200 µW. The signal was 
collected using an x100 objective with a numerical aperture of 0.9 and the spectral resolution was 2 
cm-1. Acquisition time for one spectrum was 60s.  In order to analyze the reproducibility of the signal 
for each nanoparticle geometry, measurements were done several times on different points of the 
SERS substrate for each concentration. The SERS spectra presented in this article (Figures 2 and 3) 
were obtained by averaging these measurements. The error bars displayed in figure 3 stands for the 
standard deviation of the measurements. 
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3. Results and discussion 
Based on our previous work [19], for cylinders made by EBL, we have determined the diameter for 
which the best SERS signal is reached for excitation wavelengths of 660 nm and 785 nm: 130 nm and 
200 nm, respectively. We have thus investigated the LoD and the sensitivity of each SERS 
nanosensors with their corresponding best excitation wavelength. Figure 2a and 2b represent SERS 
spectra of BT deposited on EBL samples after baseline correction, for excitation wavelengths of 660 
and 785 nm respectively and for concentrations ranging from 1 nM to 10 mM. The behavior of the 
signal vs concentration is identical for both samples: the SERS signal increases with the concentration 
and reaches a plateau at 10 M. We thus assume that at this specific concentration the nanoparticle 
surface is saturated and that a BT monolayer is formed. Due to a higher background level [40], the 
signal/noise ratio is worse at 660 nm (figure 2a) than at 785 nm (Figure 2b). Therefore a lower a lower 
LoD can be reached at 785nm. 
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Figure 2: SERS spectra of various concentrations of BT (a) on nanocylinders (EBL) with a diameter of 130 
nm and an excitation wavelength of 660 nm, (b) on nanocylinders (EBL) with a diameter of 200 nm and an 
excitation wavelength of 785 nm, (c) on nanocylinders (UV-NIL) with a diameter of 200 nm and an 
excitation wavelength of 785 nm and (d) on nanorods dimers (EBL). 
The LoD can be estimated from the calibration curve. This latter corresponds to the variation of the 
SERS intensity depending on the BT concentration as shown on figure 3. The calibration curves were 
done using the peak intensity at 1072 cm-1. The noise level is then evaluated and the LoD can be 
estimated as the concentration for which the fit of the calibration curve intercept the noise level. At 
785 nm the LoD is found to be 1 nM whereas it is 10 nM at 660 nm. One can notice that one order of 
magnitude is gained using the detection at 785 nm than compare to the one at 660 nm. Moreover, it is 
noticeable that the signal standard deviation is low as it is estimated to be close to 10% of the signal 
for both sizes of NCs. Such deviation demonstrates that SERS sensor based on nanocylinders 
produced by EBL provides reproducible detection with low LoD. The lowest LoD for 785 nm can be 
explained since the SERS signal measured at the saturation level (above 10 µM for the plateau) is a 
little bit higher than the one obtained at 660 nm (see table 1). 
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Figure 3: SERS intensity on (a) on nanocylinders (EBL) with a diameter of 130 nm and an excitation wavelength 
of 660 nm, (b) on nanocylinders (EBL) with a diameter of 200 nm and an excitation wavelength of 785 nm, (c) 
on nanocylinders (UV-NIL) with a diameter of 200 nm and an excitation wavelength of 785 nm and (d) on 
nanorods dimers (EBL). The black line is the fit of the data while the dash line indicates the noise level. The left 
axis corresponds to the normalized SERS signal and the right axis corresponds to the absolute SERS signal. 
 
Thus, since the sensitivities are equal for both wavelengths (table 1), we just observe a vertical shift 
between both wavelengths. The improvement observed at 785 nm can be due to a better sensitivity of 
the detection of the Raman spectrometer or by a better near-field enhancement at 785 nm. However, 
no critical changes are observable between both wavelengths and NC diameters. 
We have confronted these results to the LoD and the standard deviation with nanocylinders made by 
UV-NIL. As shown on figures 2c and 4c, the behavior of the SERS signal is similar as for the EBL 
samples: the intensities of the peaks increase before a stabilization at 10 µM. In this case, the LoD 
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reached is 1 nM, it is comparable to the one reached at 785 nm with the same NCs produced by EBL. 
However a higher sensitivity is observed. It means that the calibration curve slope is higher and that 
the determination of the concentration from the SERS intensity should be more precise than with NC 
made by EBL. Nevertheless, for the UV-NIL NCs, the standard deviation is much higher than for EBL 
NCs (around 50% of the signal). This means that the UV-NIL NCs is produced with lower uniformity 
and reproducibility leading to higher signal standard deviation. Thus, the UV-NIL technique provides 
nanosensors with improved characteristics in term of sensitivity but with degraded performances in 
term of reliability and reproducibility. This can be explained by the fact that UV-NIL nanostructures 
are much rougher than EBL's one. The surface roughness provides a higher sensitivity due to highly 
enhanced near-field by the local tips at the nanometer scale but with less reproducibility since the 
apparition of such local tips are randomly distributed at the NCs surface. 
We have then compared our results with gold coupled NRs dimers geometries in order to improve the 
sensitivity. These new coupled nanoparticles were designed to be used at 785 nm. The excitation field 
polarization is parallel to the nanogap axis to get the highest coupling between the two NRs [41]. 
Figure 3d shows that coupled NRs give a lower LoD explained by the fact that with the lowest 
concentration used (0.1 nM) the signal still exhibits an important signal/noise ratio (Figure 4). 
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Figure 4: BT raw spectra of 10-8 M on (a) on nanocylinders (EBL) with a diameter of 130 nm and an 
excitation wavelength of 660 nm, (b) on nanocylinders (EBL) with a diameter of 200 nm and an excitation 
wavelength of 785 nm, (c) on nanocylinders (UV-NIL) with a diameter of 200 nm and an excitation 
wavelength of 785 nm and (d) on nanorods dimers (EBL). 
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From figure 4d, one can notice that the lowest signal is much higher than the noise level. Our result 
show that a LOD of 100 pM is achieved with a signal/noise ratio higher than 10, this suggests that 
detection limits of 1 pM are possible with this kind of substrates (Figure 3d). This LoD is lower by at 
least two orders of magnitude than the one reached with nanocylinders at 785 nm produced by EBL or 
UV-NIL. Moreover, the SERS signal for the surface saturation is largely higher (more than 150 000 
counts) than the one observed for the NCs (four time larger than for the EBL NCs and close to three 
time for UV-NIL NCs) . As expected, the coupled NRs exhibit a higher SERS signal since the NRs 
coupling form a local hot spot and thus a high near-field enhancement. As a consequence, we measure 
a higher SERS signal and a highly improved LoD. Moreover, the improvement of the sensor 
characteristics is not only limited to the signal intensity and to a shift of the calibration curve as 
observed for the EBL NCs. An increase by a factor two to four of the sensor sensitivity is also induced 
with a low standard deviation of the measurements. 
Table 1: LoD and sensitivity of NCs and NRs according to production method 
Nanostructure Production 
method 
Excitation 
wavelength 
(nm) 
Highest 
SERS 
signal 
(Counts) 
Ratio 
signal/noise  
LoD 
(M) 
Sensitivity 
(Counts/decade 
of M) 
NC (diameter 
130 nm) 
EBL 660 24 000 7 10-8 5 000 
NC (diameter 
200 nm) 
EBL 785 26 000 7 10-9 5 000 
NC (diameter 
200 nm) 
UV-NIL 785 55 000 15 10-9 8 000 
Coupled NR EBL 785 150 000 20 10-12 20 000 
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4. Conclusion 
In summary, comparison between different optimized SERS substrates was performed according to 
their sensitivity and LoD. NCs were produced using EBL with optimized diameters for two different 
wavelengths. Similar sensitivities were obtained, but a better LoD was reached with an excitation of 
785 nm mainly due to the higher signal/noise ratio. EBL is extremely reliable technique for 
reproducible nanostructure fabrication. However it can hardly be used for the decoration of large 
substrates. This is why, UV-NIL was proposed as a solution and NCs with the same size than the one 
produced by EBL were studied. The results show a slightly higher sensitivity and lower LoD but a less 
good uniformity of the SERS signal intensity. Finally, coupled NRs dimers were produced with EBL 
since they are known to give a very high SERS enhancement factor and to create local hot-spots. Our 
results demonstrate that this geometry gives with high reproducibility the best sensitivity and the 
lowest LoD since concentrations lower than picomolar could be sensed. Such configuration highly 
improves the sensor performances compared to NCs even when their geometry and optical properties 
are optimized for SERS. Nanodimers produce on large area with innovative lithography techniques 
such as UV-NIL could thus be the solution for the next generation of commercially available SERS 
sensors 
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VI.3 Biocapteurs fabriqués par lithographie et utilisant 
la diffusion Raman exaltée de surface  
 
Les travaux présentés précédemment montrent l’optimisation des nanostructures pour 
l’obtention d’une intensité DRES maximale et reproductible. Ces différentes nanostructures 
ont donc été utilisées pour la fabrication de biocapteurs. Le développement de biocapteurs 
sensibles permettant l'identification de biomarqueurs spécifiques est primordial pour la 
détection précoce de signes cliniques d’une pathologie. La DRES, qui permet la détection et 
l’identification de protéines en très faible concentration [131, 182], constitue donc une 
technique appropriée pour la conception d'un biocapteur sensible et spécifique. Par ailleurs, 
après recouvrement de la surface par une molécule, qui a la capacité d’interagir sélectivement 
avec la molécule cible, la détection spécifique de biomolécules par DRES a été démontrée 
[150, 183]. L’utilisation de nanostructures produites par lithographie électronique peut être 
appliquée à la détection de protéines par DRES [91, 184]. Cependant, le coût est important, 
ainsi que le temps de fabrication. Une autre technique de lithographie, la lithographie par 
nanoimpression UV, permet d’obtenir les nanostructures souhaitées pour un faible coût et un 
court temps de production [185]. Par conséquent, cette technique de fabrication peut être 
adaptée à la conception d’un biocapteur basé sur la DRES. Les deux articles exposés ci-
dessous présentent deux biocapteurs conçus avec ces techniques de lithographie. 
Le développement d’un biocapteur conçu par nanoimpression UV a été réalisé et validé 
en utilisant le système avidine/biotine, ce dernier étant facilement détectable par DRES [186]. 
Dans un premier temps, un protocole assurant la détection spécifique de l’avidine a été mis au 
point à l’aide de mesures faîtes par SPR. Puis ce protocole a été appliqué au biocapteur DRES 
pour la détection de l’avidine. Les mesures faîtes par SPR montrent une détection de l’avidine 
après fonctionnalisation de la surface d’or avec la biotine, ainsi que la spécificité du système. 
Les résultats DRES indiquent des spectres différents générés à partir de la biotine seule et du 
complexe avidine/biotine démontrant la détection de l’avidine. La technique de 
nanoimpression UV est donc une alternative à la lithographie électronique pour la production 
d’un biocapteur sensible, reproductible et à faible coût. 
Nous avons également développé un biocapteur basé sur la DRES pour la détection de 
la protéine MnSOD, qui est impliquée dans plusieurs pathologies. Les nanostructures ont été 
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fonctionnalisées avec un aptamère (séquence ADN) spécifique de la MnSOD. Le niveau de 
détection a été caractérisé en utilisant différentes formes de nanostructures (nanocylindres et 
nanobâtonnets) fabriquées par lithographie électronique. La spécificité de notre biocapteur a 
été étudiée en analysant l'interaction de l'aptamère avec une autre protéine que MnSOD, la 
BSA. Enfin, la détection de la protéine en milieu physiologique (salive et sérum) a été 
réalisée. Nous montrons que la sensibilité du biocapteur est de l'ordre de la nanomole, pour 
les cylindres ainsi que pour les bâtonnets. Par ailleurs, les résultats de sélectivité prouvent que 
l'aptamère utilisé permet la détection spécifique de la protéine d'intérêt. La détection de la 
protéine dans des liquides biologiques complexes tels que la salive et le sérum a également été 
permise. Nous avons donc conçu un biocapteur basé sur la DRES qui est sensible, 
reproductible et spécifique. 
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Abstract
We report on the use of soft UV nanoimprint
lithography (UV-NIL) for the development of
reproducible, millimeter-sized and highly-sensitive
substrates for SERS detection. The used geometry
for plasmonic nanostructures is the cylinder.
Indeed, gold nanocylinders (GNCs) were shown to
be highly sensitive, specific sensing surfaces. We
demonstrated that less than 3×106 molecules of
avidin contributed to the SERS signal. In addition,
high enhancement factor of 5×109 was found for
our avidin-biotin system. Thus, the soft UV-NIL
technique allows to obtain quickly highly sensitive
substrates for SERS biosensing on large surfaces
(Ex: 1 mm2).
Keywords: Soft UV-NIL; Nanoimprint; SERS
biosensors; Avidin; Biotin
Background
Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) tech-
nique was shown to be a very effective analytical tool
for the detection and identification of molecules thanks
to its high sensitivity [1, 2]. It has been widely used
for ultrasensitive chemical analysis down to the single
molecule sensitivity. Its field of applications is as var-
ied as to include chemical-biochemical analysis, nanos-
tructure characterization as well as biomedical appli-
cations [3, 4, 5, 6, 7]. Especially in chemistry, SERS
is applied for the detection of conformational changes
and structural differences regarding preferred orien-
tations of molecules with respect to a metal surface
[8]. The facts that SERS gives a specific fingerprint
of a molecule and is sensitive to very small molecules
*Correspondence: gregory.barbillon@u-psud.fr
2IEF CNRS UMR8622, Universite´ Paris-Sud, Baˆtiment 220, Rue Ampe`re,
91405 Orsay Cedex, France
Full list of author information is available at the end of the article
make it a good candidate for application in the fields
of chemical and biological sensors. The SERS enhance-
ment is due to the localized surface plasmon resonance
(LSPR) of the metallic nanostructure. The nanos-
tructured LSPR properties need to be designed and
strongly controlled in order to produce highly repro-
ducible active SERS substrates [9, 10]. In previous
studies, we have discussed the necessity to optimize the
size of gold nanocylinders (GNCs) in order to achieve
the highest possible SERS enhancement. In addition,
we have demonstrated the necessity to optimize the
LSPR in the case of each studied molecules [11].
For industrial applications, nanostructured surfaces
of at least 1 mm2 have to be produced. In the past,
Electron Beam Lithography (EBL) has helped us to
demonstrate that by optimizing the nanostructure as-
sembly parameter, enhancement factors estimated at
105-107 could be obtained for such proteins as BSA
or RNase-A [11]. However, EBL is expensive and time
consuming. Techniques to produce large and organized
nanostructured assemblies on transparent substrates
have been developed since several years in order to
maximize Raman scattering enhancement [12, 13]. The
most popular is probably the NanoSphere Lithography
(NSL) [14]. The advantage of this technique is to ob-
tain large areas (several mm2) of nanostructures on a
substrate. However, the shape and arrangement of the
nanostructures are more hardly tuned.
In this article, we propose to use another technique
called soft UV-Nanoimprint lithography (UV-NIL) [15]
in order to fabricate SERS substrates. UV-NIL is bio-
compatible, since it can be implemented on any flat
surface. Another essential advantage is that the sam-
ples produced with the same mold are all identical.
This is important to guarantee the reproducibility of
the results. We have already demonstrated the use
of UV-NIL for the detection of biomolecules using a
LSPR shift [16], and for the realization of nanoholes for
AFM studies of membrane proteins [17]. Large array of
reproducible nanostructures are more and more imple-
mented for SERS, nevertheless they are rarely used for
biosensing. Galarreta et al. have demonstrated from
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functionalizednanotrianglesobtainedbyNSLthede-
tectionofavidin[18].Wecanexplainthisphenomenon
bymakingseveralassumptions.Firstofal,thetech-
nologiesavailabletoproducelargegratingsofnanos-
tructuresontransparentsubstratesarequiterecent
andstilthedomainofphysicists.Thesecondpointis
thatforbiodetectionthenanoparticlesmustbefunc-
tionalized,ﬁrstlyinordertopreservethebiomolecules
fromsurfaceinteractionsandsecondlytoguarantee
speciﬁcbiosensing.Eventualy,biomoleculesarediﬃ-
culttohandleandhavelowRamancrosssection.In
ordertodeterminethepropertiesofourUV-NILsub-
stratesasaSERSsensoranddetermineitssensingper-
formances,wehavechosentostudythebiotin/avidin
system.
Methods
ThefabricationofgoldnanocylindersbyUV-NIL
Figure1(a)displaysthe mainstepsoftheUV-NIL
process.Theﬁrststepofthistechniqueistofabri-
cateamastermold.Asdoneinpreviousstudies,this
mastermoldwasfabricatedusingEBLonPMMAre-
sistcombinedwithreactiveionetchingforthepat-
terntransferintothesiliconsubstrate(seeﬁgure1(b)).
Theconditionsofthistransferhavebeenpublishedin
[17].Theuseofasinglemastermoldforalthesam-
plesstudiedhereguaranteesthereproducibilityofthe
GNCs.Thestampswerefabricatedwiththestandard
poly(dimethylsiloxane)(PDMS)dilutedinhexanesol-
ventinordertoreducetheviscosityandthustoim-
provethepenetrationofthePDMSinnanoholes[19].
ThestampwaspressedagainstPMMA/AMONILre-
sists,whichweredepositedonaglasssubstrate,us-
inganEVG620maskaligner.Theadditionofsolvent
inthePDMSstampalsoreducestheinterfaceadhe-
sionandalowseasyseparationbetweenthestamp
andtheAMONILresist,whichisusedfortheimprint.
Wecombinedthispatterningmethodwithsubsequent
metaldepositionandlift-oﬀprocess.Thisprocedure
leadstoaveryregulargratingofGNCs.
Avidindetection
Cysteamine,biotin-NHS,dodecanethiol(DDT),avidin
andBSA(BovineSerumAlbumin)werepurchased
fromSigmaAldrich.Thesamefunctionalizationproce-
durewasusedforGNC(SERSdetection)andﬂatgold
ﬁlm(SPRdetection).Goldsurfaceswereﬁrstfunction-
alizedwithacysteaminemonolayer,byanovernight
incubationina100mMsolutionofcysteamineinwa-
ter.Thesurfaceswerethenthoroughlyrinsedwithwa-
ter.Inasecondstep,thesamplesweredippedina
10mMsolutionofbiotin-NHSindymethylformamide
(DMF)andlefttoreactfor2hours.Afterwards,the
samplewasthoroughlyrinsedﬁrstwithDMF,then
withwater.Inordertoguaranteethatnosurfacewas
leftunfunctionalizedablockingstepwasneeded.Todo
that,thenanostructuresweresoakedinapureDDT
solutionfor1handthenrinsedwithethanolandwater.
IntheSERSexperiment,asolutionof1mMavidinwas
usedtodemonstratethesensingabilityoftheGNCs.
Ramanspectrumacquisition
RamanspectrawererecordedusingaLabramspec-
trophotometerfromHoribaScientiﬁcforalexperi-
ments.Theacquisitionparameterwasﬁxedto500sfor
avidin/biotinsystem.A633nmlaserwasusedforal
experimentswithapowerof100µW.Thelaserexcita-
tionwasfocusedonthesubstrateusingamicroscope
objective(×80,N.A.=0.75)ona1µmspot.The
sameobjectivewasusedtocolecttheRamansignal
fromSERSsubstratesinabackscatteringconﬁgura-
tion.TheRamanspectrawererecordedwithaspec-
tralresolutionof1cm1.Alobtainedspectrahave
beencorrectedforacquisitiontimeandlaserpowerso
theycanbecompared.
SPRmeasurements
TheSPRmeasurementswererecordedusingaBIA-
core1990GEHealthcaresystemwithbaregoldchips.
Itwas mainlyusedtotestthebiotinfunctionaliza-
tionprocedureandthespeciﬁcityofthisbiotin-DDT
layer.Forthisexperiment,increasingconcentrationsof
avidin(0,0.01,0.03,0.1,0.3,1,3,10,30,and100nM)
wereusedtotestthesurfacesensitivity.Furthermore,
thefunctionalizedsurfacewasalsoexposedtoaﬂow
ofconcentratedBSA(1.5µM)inordertodetermine
thesurfacespeciﬁcityforavidindetection.
Resultsanddiscussion
Goldnanocylinderfabrication
Firstly,theimprintprocessisrealizedintheAMONIL,
whichisdepositedonaPMMAresist.Thepolymer-
izationisperformedwithUVexposure(λ=365nm)
with10mW/cm2powerduringtimeexposureof20
min.Theimprintpressureis200mbar.Figure2(a)
showsacross-sectionSEMviewwithnanoholesin
theAMONILresist.Theaveragediameterofholesis
around220nmandtheresidualthicknessofAMONIL
isaround20nm.Thus,theAMONILpresenceinthe
holegroundneedsaspeciﬁcRIEprocess.Theremoval
oftheresidualAMONILandthePMMAetchcondi-
tionshavebeenreportedinthereference[17].During
thisPMMAetching,wehaveagoodselectivitybe-
tweenthePMMAandAMONIL(vPMMA/vAMONIL
=2.7).Afterthisetch,agoldthinlayer(50nm)isde-
positedbyelectronbeamevaporationinordertoreal-
izetheplasmonicnanocylinders.Previously,anadhe-
sionlayer(Cr)forgoldisevaporated(3nm).Figure
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2(b)showsSEMimageofgoldnanocylinderarrayson
1mm2.Theobtaineddimensionsare∼220nmindi-
ameter,50nmfortheheight,andaperiodicityof400
nm.
Avidindetection
AvidindetectionwasperformedthankstotheGNC
functionalizationwithbiotin(tocaptureavidin)and
DDT(toblocktheremainingcleangoldsurface).Inor-
dertovalidatethefunctionalizationprotocolwehave
performedSPR measurementsonbaregoldsurface
priortotheSERSexperiment.Figure3(a)presents
theresultofthisexperiment.Theseexperimentshave
beendoneonthesamesubstrate(bareﬂatgoldsur-
faces)withtwodiﬀerentﬂowcels.Cysteamine,biotin
andDDTareverylight moleculesandtheycannot
bedetectedbythistechnique,thisiswhyonlythe
resultsconcerningtheadsorptionofBSAandavidin
areshown.Theﬁrstcurve(orange)showstheresultof
avidinadsorptiononthefunctionalizedgoldsurface.
Increasingconcentrationsaresuccessivelyinjectedfol-
lowedbyarinsewithwater,andtheresultisseenas
acurvewithastaircaseshape.Theresponseunitsare
sensitivetotherefractiveindexofthegoldsurround-
inglayer,sothatanincreaseintheresponseunits,
translatesasanincreasedadsorptionofproteins.The
ﬁrstinjections(i.e.0and0.01nM)donotcorresponds
toanystepbecausetherearetoofewavidinmolecules
immobilizedonthesurface.For0.03nMalowstepis
observed,howeverthisconcentrationisverylowand
isnotsuﬃcienttofulﬁlalthebiotinspresentsonthe
surface.0.1nMseemstobeagoodconcentrationto
startthesaturationofthebiotinylatedgoldchip.In
ordertoconﬁrmthebindingspeciﬁcityofavidintobi-
otin,asecondexperimentwasperformed.Ahighcon-
centrationofBSAwasinjectedandrinsedfourtimes
beforetheinjectionofavidin.AlthoughBSAhasbeen
injectedtheresultshowsatotalrecoveryofthesen-
sitivityintermofavidindetection.Thefunctionaliza-
tionrouteisthusspeciﬁctoavidin.
SERSresultsobtainedonbiotinandavidinwith
UV-NILGNCsareshownonFigure3(b).SinceSERS
ishighlysensitivetotheﬁrstlayerdepositedonthe
goldsurface,theredRamanspectrumshouldthenbe
relevantofthewholefunctionalizationlayer(i.e.cys-
teamine,DDTandbiotin).Yet,cysteamineandDDT
havealowRamancross-section,thus,weassumethat
theywouldbebarelyvisibleandthattheredspec-
trumismainlyduetothebiotinmoleculeininterac-
tionwithcysteamine.Itisdiﬃculttocomparethis
spectrumwiththebiotin-NHSpowderspectrum.The
mainreasonforthisisthattheNHSgrouphasbeen
removedduringthereactionbetweenbiotinandthe
cysteamin.The mainvisiblepeaksintheredspec-
trumarelocatedat1145cm1,1202cm1,1276cm1,
1493cm1,1537cm1,1572cm1and1591cm1.In
asecondstepavidinwasaddedontothesample,giv-
ingrisetothegreenspectrum.Anewsetofpeaksis
seenrevealingtheinteractionbetweenavidinandbi-
otin.Thespectrumofavidinonbiotinisquitediﬀerent
fromtheoneoftheavidinsolution.Twoexplanations
aregivenforthis:theinteractionbetweenavidinand
biotin(thisbehaviorhasalreadybeenobservedinref-
erences[20,21]),andthefactthatthebiotin-avidin
spectrumhasbeenacquiredindryconditionsgiving
risetoprobableconformationalchanges.
Inaddition,itismorediﬃculttomakeanassump-
tiononthenumberofdetectedmolecules.Thisisdue
tothefactthatafunctionalizationlayerwasused
andhypothesisshouldbemadeconcerningthequality
ofthefunctionalizationandtheassociationbetween
themolecules.ThecomparisonbetweentheSERSof
avidin-biotinandtheRamanspectraofa1mMavidin
solutionandbiotin-NHSpowdershowsthatnotalthe
peaksfromtheavidinpowderarefoundontheavidin-
biotinSERSspectrum.Anexplanationforthisisthe
factthattheSERSexperimenthasbeenperformed
indryconditions.Conformationchangesareprobable
consequencesofdryingaproteinandthisisreﬂectedin
themoleculeRamanﬁngerprint.Thesecondnoticeable
pointisthatthesignalsofavidinandbiotin-NHShave
tobemultipliedrespectivelyby20and5inordertobe
comparedtotheSERSspectrumofavidin-biotin.To
conﬁrmthatthisisaproofofthesubstratesensitivity,
wehavecalculatedtheenhancementfactoroftheUV-
NILSERSsubstrate.Folowingthesameprocedureas
in[11]wecomparedtheSERSsignalofavidin-biotin
totheRamansignalof1 mMavidinsolution.The
numberofexcitedmoleculesintheSERSexperiment
isestimatedtobe2.8×106(assumingthattheGNC
isentirelycoveredbyavidin,thatavidinisasphere
withadiameterof5nmandthatthecolectionarea
is142µm2).ThevolumeexcitedintheRamanexperi-
mentis7×107L,sothenumberofexcitedmolecules
is4.2×1014.Ifweassumethatthepeakat1664cm1
isshiftedto1630cm1duetoavidininteractionswith
biotinandGNCanintensityratio(ISERS/IRaman)of
32.5ismeasured.Then,theenhancementfactor(EF)
isgivenby:
EF= ISERSIRaman×
NRaman
NSERS (1)
whereISERS,IRamanaretheSERSandRamanin-
tensities,respectively.NSERS,NRaman arethenum-
berofexcitedmoleculesinSERSandRamanexperi-
ments,respectively.Thus,wefoundanEFvalueof∼
5×109foravidin/biotinsystem.Givingthisresultand
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considering the signal/noise ratio of the SERS spec-
trum, it would be possible to dilute the concentration
of avidin at least 100 times and still be able to de-
tect it. Thus, we assume that we could detect avidin
at concentrations in the micromolar range, which is in
agreement with the detection limit already calculated
for other proteins but using nanocylinders produced
by EBL [11].
Conclusion
In summary, we have fabricated a large area SERS
substrate using UV-NIL technique. It allows the fab-
rication of reproducible large area of ordered GNCs.
The use of UV-NIL has enabled us to reach compa-
rable results with EBL, but faster and at much lower
cost. The GNCs made by UV-NIL are also suitable
to detect small molecules when covered with a low
density of capture proteins. Thereafter, we used UV-
NIL made GNCs to detect proteinaceous molecules.
The biotin functionalization of the GNCs made it pos-
sible to specifically detect avidin at a concentration
of 1 µM. A SERS enhancement factor of 5×109 was
calculated. Moreover, we demonstrated that 2.8×106
avidin molecules have contributed to the SERS signal.
The specificity is achieved thanks to a functionaliza-
tion layer. Another great advantage of SERS is the
fingerprint provided by each molecule making it pos-
sible to get incontestable analysis. The UV-NIL based
SERS substrates have thus demonstrated their ability
in biosensing.
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Figure 1 UV-NIL. (a) Principle scheme of UV-NIL, (b) SEM
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Figure 3 Optical characterization: SPR and SERS. (a) SPR
measurements showing the avidin adsorption onto
functionalized gold layer (orange), and after four injections of
BSA (green). Single arrows show the BSA injection, double
arrows avidin injections at 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, and 100
nM. (b) Raman spectra of biotin-NHS powder multiplied by 5
(black), biotin on GNCs (red), avidin+biotin on GNCs
(green), and avidin solution multiplied by 20 (blue).
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Abstract 
In this paper, we present the development of a highly sensitive, specific and 
reproducible nanobiosensor to detect one specific liver cancer biomarker, the 
Manganese Super Oxide Dismutase (MnSOD). The high sensitivity and 
reproducibility was reached by using SERS on gold nanostructures (nanocylinders 
and coupled nanorods) produced by electron-beam lithography (EBL). The specificity 
of the detection was provided by the use of a specific aptamer with high affinity to the 
targeted protein as a recognition element. With such sensor, we have been able to 
observe the SERS signal of the MnSOD at concentrations down to the nM level and 
to show with negative control that this detection is specific due to the use of the 
aptamer. This latter issue has allowed us to detect the MnSOD in different body fluids 
(serum and saliva) at concentrations in the nM range. We have then demonstrated the 
effectiveness of our SERS nanobiosensor using aptamer as a bioreceptor for the 
detection of disease biomarker at low concentration and in complex fluids. 
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INTRODUCTION 
 
Biosensors development is a very active research field since it will pave the way to 
new detection methods with improved characteristics (better sensitivity, label free 
detection, better selectivity…) and since it can have a wide range of applications 
especially in the medical field such as the disease diagnosis, prognosis or monitoring. 
Different electrochemical,1, 2 optical3-8 and mechanical9-11 technologies have been 
developed with success to detect biological agents, such as microbial toxins12 and 
pathogens.13, 14 However, even if such techniques proposed improvements and new 
detection strategies, some major drawbacks can be noticed. The fluorescent 
techniques need a labeling of the molecules to be detected, which could induce a 
change in the biomolecule activity and thus a bias in the detection. Quartz crystal 
microbalance (QCM),11 surface plasmon resonance (SPR)8 or Enzyme-linked 
immunoassay arrays (ELISA)1 methods, can only permit the detection of the molecule 
when interacting with the biosensor surface but not its direct identification. The 
identification, in fact, is done thanks to the use of a bioreceptor at the sensor surface 
characterized by a high affinity with the targeted biomolecules. However it cannot 
avoid a non-specific interaction that gives rise to a signal noise that affects the lower 
limit of detection (LOD). Non-specific interactions affect the signal for concentrations 
from 10-9 M to 10-11 M, depending on the affinity constant of the bioreceptor to the 
targeted analyte. This non-specific detection is known as the biological noise and is 
one of the main drawbacks of sensors based on the use of a bio-recognition event.9 
This drawback can be overcome by the design of a bioreceptor having higher affinity 
than the standard anti-bodies, using, as example DNA aptamers,15 or by the exploiting 
of spectroscopic detection methods such as Raman spectroscopy,16 that can provide a 
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direct identification of the molecule bound to the bioreceptor,14 and then distinguish 
the specific analyte from the non specific ones. 
Aptamers are DNA strands that exhibit a higher affinity to proteins than anti-bodies, 
they have become increasingly important molecular tools for diagnostics and 
therapeutics since they can be synthesized with high reproducibility and purity from 
commercial sources, showing a high chemical stability.14, 17-21 Raman spectroscopy 
(RS)22 provides a label free spectral signature of the analyte and represents the right 
candidate as vibrational technique for a direct identification of the bio-analytes.16, 23 
Despite the Raman cross section is very low compared to fluorescence (more than 10 
orders of magnitude) its sensibility can be improved by exploiting the Surface 
Enhanced Raman Scattering (SERS) effect.24, 25 The principle of SERS is based on the 
strong interaction between metallic nanoparticles and light (i.e plasmon resonance, 
lightning rod effect…) that induces a high local enhancement of the electromagnetic 
field at the nanoparticle vicinity.26 The nanoparticle, in turn, acts as an optical 
nanoantenna enhancing the Raman scattering of any molecules deposited at the 
nanoparticle surface,27 thus providing a total Raman signal amplification of several 
orders of magnitude (up to 109),28  paving the way to the single molecule 
sensitivity.29, 30 
Several SERS biosensors architectures have been proposed in the literature.31-35 
Colloidal nanoparticles permit to achieve the detection of the P38 mitogen-activated 
protein kinase36 down to 10-11 M, being also effective for the detection of 
biomolecules in body fluids. The detection of folic acid in human serum37 has been 
demonstrated down to 10-8 M, as well as the detection of prostate-specific antigen in 
serum was achieved down to fM concentrations ( ~ 1 pg/mL).38 Unfortunately, these 
kinds of SERS biosensors are affected by several drawbacks that can compromise 
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such systems. Indeed, the colloidal nanoparticles often aggregate together inducing a 
change in the SERS enhancement and influencing the reliability of the detection. Such 
technique is also restricted to water-soluble nanoparticles or molecules. To overcome 
these disadvantages, the design of well-controlled SERS substrates produced by 
lithographic methods have been proposed.34 
Nanosphere lithography (NSL) or Electron Beam Lithography (EBL) are well known 
to provide nanostructures with good controlled size, shape and spacing parameters at 
the nanometric scale, allowing the control and tuning of the localized plasmon 
resonances and the optimization of the SERS efficiency.39, 40 41, 42 Van Duyne’s group 
has demonstrated that sensors produced by NSL are suitable for the detection of 
glucose,43 also in vivo,44 or bacillus anthracis.45 SERS substrates produced by EBL 
permitted the detection of pure proteins such as Bovine Serum Albumine (BSA), 
lysozym, RNase, myoglobin at concentrations down to the attomolar.46, 47 The 
possibility to functionalize colloidal metal nanoparticles with aptamers so to obtain a 
highly specific SERS sensor has been demonstrated on thrombin (LOD of 1 nM in 
presence of complex biofluids),48 adenosine triphosphate (LOD of 12.4 pM),49 
vasopressin (LOD on the order of 5.2 μU/mL).50 These experimental demonstrations 
in addiction to predictions related to a better optimization of the limit of detections 
clearly show that the SERS spectroscopy can be a very powerful tool for the detection 
of biomolecules. Moreover, since the detection is done thanks to the specific spectral 
signature of analytes, the identification is not done through the bio-recognition event 
induced by the bioreceptor but directly with the Raman spectrum. This implies (i) that 
the detection is not disturbed by non-specific interaction with the bioreceptor (that 
will be directly identify using the SERS) and (ii) that the sensitivity of the detection is 
mainly related to the high enhancement induced by the nanoparticles and depends in 
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minor contribution on the affinity of the bioreceptor with the analyte  contrary to 
ELISA or SPR methods.51 
For a complete affirmation of the SERS spectroscopy as new viable alternative tool, 
however, detection of a larger class of biomarkers is necessary proving that detection 
thresholds can be better with respect to the best ones reached by the classical 
techniques as ELISA (typically 10-6 – 10-8 M) or high-performance liquid 
chromatography fluorescence (HPLC) (10-7 M).  
Manganese superoxide dismutase (MnSOD or SOD2) is one of the primary 
antioxidant enzymes, capable to maintain intracellular reactive oxygen species (ROS) 
and redox balance for the cell equilibrium, while protecting normal tissue against 
oxidative stress.52, 53 Mukhopadhyay et al. observed an increased expression of 
MnSOD gene in cancerous cell lines.54 Increased activity of MnSOD and of its levels 
in sera have also been correlated to severe chronic liver diseases and can lead to 
enhance malignant transformation inducing the development of various carcinoma.58-
61 The measurement of the MnSOD concentration in body fluids is then of primarily 
importance to monitor the clinical course and also the stages of tumors62 and provide 
a diagnosis and a prognosis of the disease at its earliest stage. The most common 
method used for the MnSOD detection is the immuno-assay and more especially the 
ELISA test. Under optimum conditions, the sensitivity of ELISA assays permit the 
detection of 2-200 ng (10-5-10-7 mol/l) of purified MnSOD. The detection threshold of 
such technique is thus in the range of the micromolar. Moreover, the ELISA is a 
highly time-consuming technique since it is necessary to wait for several hours to 
obtain a quantitative result. 
In this study, we present a new high specificity, high sensitivity SERS nanobiosensor 
for the detection of MnSOD. The nanobiosensor combines the high sensitivity offered 
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by gold nanoantennas produced by EBL39, 63 with the high specificity offered by the 
functionalization of the sensor surface with thiolated aptamers. We demonstrate that 
thanks to the large enhancement of the local Raman radiation we are able to 
accomplish label free detection of MnSOD with nanomolar sensitivity in addition to a 
high selectivity guaranteed by a functionalization with aptamers specifically designed 
to capture a target protein. We prove the high sensitivity of our nanobiosensor 
concept by detecting pure protein solutions with nanoantennas featuring two different 
shapes, namely nanorods dimers and individual nanocylinders, and using two 
excitation wavelengths in the visible (660nm) and in the NIR (785nm). We validate 
the specificity of our biosensor with negative controls on BSA. Finally, we 
demonstrate the detection of this MnSOD at low concentration in two different body 
fluids, such as sera and saliva. 
 
EXPERIMENTAL SECTION 
Materials. Human Manganese SuperOxide Dismutase (MnSOD) was provided by 
Abfrontier. Potassium chloride (KCl), trizma base, 6-mercapto-1-hexanol (6-MHO), 
magnesium chloride hexahydrate (MgCl2), ammonium hydroxide solution 28%-30% 
(NH4OH), ethanol and HEPES buffer were purchased from Sigma-Aldrich. 2.0 M 
triethylamine acetate buffer, trifluoroacetic acid, acetonitrile were provided by 
Applied Biosystems. MilliQ water (18.2 MΩ) was used to prepare all solutions. 
MnSOD aptamers. Thiolated aptamers were prepared on a 3400 DNA synthesizer 
(Applied Biosystems). Standard DNA phosphoramidites, 5'-thiol-modifier C6-CE 
phosphoramidite and other reagents required for solid phase oligonucleotide synthesis 
were purchased from Link Technologies. After synthesis, oligonucleotide was cleaved 
from the solid support and deprotected by reaction with concentrated NH4OH during 
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15h at +55°C while stirring. Oligonucleotide purification cartridges (Applied 
Biosystems) were used for the following purification of thiolated aptamer. The 
concentration of pure oligonucleotide was determined by measuring absorbance at 
=260 nm on ND 1000 Spectrophotometer. This aptamer has been designed using the 
SELEX method to be specific to the MnSOD protein (for more details see SI-1). 
QCM experiments. QCM experiments were performed using a Q-Sense E4 unit (Q 
Sense AB, Sweden) and the shifts in frequency (Hz) were monitored in real time. 
The mounted Au-quartz crystal (QSX301, Q-Sense AB) is inserted inside a flow cell 
(QFM401, Q-Sense) in order to inject the different solutions of interest. The 
modifications of QCM electrodes and subsequent washings were performed inside of 
the flow cell. All QCM measurements were undertaken at 23 ºC at a flow rate of 100 
µL/ min. 
Optical nanoantennas. Optical nanoantennas are produced by Electron beam 
lithography on a glass substrate with a 3 nm adhesion layer of chromium for the 140 
nm nanocylinders and on a CaF2 (100) substrate with a 3 nm adhesion layer of 
titanium for the nanorod dimers, as described in refs. 41, 63 
SERS spectroscopy. We use an Xplora microspectrometer equipped with two 
different excitation lasers (660 and 785nm) and with a peltier-cooled CCD for signal 
detection. SERS measurements on the nanorods dimers and on the 200nm diameter 
nanocylinders are carried out at 785nm, while 660nm excitation is used for the 140nm 
diameter nanocylinders. A 100X magnification microscope objective with a 
numerical aperture of 0.9 is used for sample excitation and collection of the back-
scattered light. For both excitation wavelengths, the laser spot is nearly diffraction 
limited with a diameter around 1 μm. The laser power on the sample is always less 
than 1 mW to prevent sample degradation, while the polarization is parallel to the 
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gold dimer axis. Acquisition time of each spectrum is 60s. To have a better 
observation of the spectra, a base line correction has been done using the Raman 
spectrometer software and the spectra have been normalized with regards to the most 
intense Raman band.  
 
 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
Aptamers for MnSOD. 
Potentially, three different recognition elements for detection of MnSOD could be 
employed for fabrication of affinity assays: antibodies, F(ab´)2 fragments of 
antibodies and DNA aptamers. Antibodies are comparatively larger then F(ab´)2 
fragments and DNA aptamers. The size of an antibody is close to 5 nm whereas it is 
around 2 nm for a F(ab´)2 and even lower for an aptamer (estimated to be close to 1 
nm). Analytes captured through antibodies on the surface of nanoantennas would then 
stay too far away from the metal surface for efficient amplification of the Raman 
signal resulting in loss of sensitivity. F(ab´)2 fragments are smaller than the whole 
antibodies inducing a lower distance between the analyte and the nanoantenna 
surface. But the procedure for generation of F(ab´)2 fragments by breaking the S-S 
bonds leaves them partially denatured. Therefore, each batch of F(ab´)2 fragments 
shows different apparent affinity constants. The production of DNA with DNA 
synthesizer is much more convenient and reproducible than the cleavage of antibodies 
to produce F(ab´)2 fragments. On another hand, each batch of DNA aptamers 
produced with a DNA synthesizer has equal affinity to their target molecules, hence 
DNA aptamers were employed in this work. 
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Thiolated aptamers specific for MnSOD (5´- HS- (-O-CH2-CH2- O-)6 TT TTT TTT 
TTT TTT TTC TTC TCT AGC TGA ATA ACC GGA AGT AAC TCA TCG TTT 
CGA TGA GTT ACT TCC GGT TAT TCA GCT AGA GAA G-3´) are prepared by 
automated solid-phase oligonucleotide synthesis in a 1 µM scale (see Methods). The 
success of the functionalization process is fundamental to maximize the specificity 
and the sensibility of our sensor. For this aim we used a quartz microbalance (QCM) 
to determine the affinity of the aptamer to the MnSOD and the surface coverage. We 
have established a functionalization protocol, schematically illustrated in Figure SI-1, 
divided in 4 steps that are applied for both QCM and subsequent SERS experiments 
on the nanoantennas (for more details see SI).  
 
Specific SERS detection of MnSOD 
Two different geometries of gold nanoantennas have been fabricated by EBL (see 
Methods) and exploited to test our nanobiosensor (Figure 1 ): dimers of nanorods (a) 
with length L = 100 nm, width w = 60 nm, height h = 50 nm and gap G = 20 nm, and 
individual nanocylinders (b) with diameters D = 140 nm, height of 50 nm. The 
nanoantennas are arranged in arrays separated by 200 nm to one another in both 
directions of the plane. The diameters of the nanocylinders (140 nm) have been 
chosen so to match the excitation wavelength of 660 nm with the optimized position 
of the plasmon resonance and thus to reach the highest SERS enhancement. The 
nanorod dimers were designed to be excited at 785 nm.63  
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Figure 1: (a, c) Schematic illustrations of the two different plasmonic devices adopted 
in the present work. The characteristic geometrical parameters are reported (i.e. 
nanorods length L, width w and gap G; nanocylinder diameter D). Representative 
scanning electron microscopy (SEM) images of the nanorod dimer arrays and 
nanocylinders are shown in (b, d), respectively. 
 
The nanoantennas have been functionalized following a protocol similar to that used 
for the QCM measurements (Figure SI-1, for more details see SI-4). Considering an 
average surface close to 6 nm2 occupied by one aptamer, if we assume that the surface 
functionalization is similar for flat gold surface and gold nanostructures, we can 
estimate that a nanocylinder with a diameter of 140 nm is covered by 6×103 of 
aptamers whereas a nanorod dimer is covered by 7×103 aptamers. The target protein 
is finally captured by immersing the functionalized nanoantennas in a buffer solution 
(Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, pH 8.2) of MnSOD at various 
concentrations for 1h, followed by rinsing with buffer and drying under nitrogen flow. 
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SERS experiments are performed using an Xplora spectrometer from Horiba 
Scientific (see Methods). First measurements have been targeted at determining the 
SERS background on the bare nanoantennas64,65 and from the SERS generated by the 
functionalization layer (DNA, and DNA + 6-MOH). As shown in Figure 2 (black 
line), the signal from the bare antennas (after plasma ozone cleaning) is almost flat 
with only some vibration peaks of the CaF2 substrate appearing.
66 Much stronger 
signal is observed on antennas coated with the aptamer (Figure 2, red line).  
 
Figure 2: SERS spectra of the gold nanorods dimers (exc=785 nm) after ozone 
plasma cleaning (black line), after functionalization with thiolated DNA aptamers (red 
line) and after the addition of a further blocking layer of 6-MOH (blue line). Data are 
shown without any background subtraction.  
 
Strongest signal is observed at 1000 cm-1 (C–O stretch in deoxyribose),67 ,68 1234 cm-1 
(Thymine, Ring-CH3 Stretching),
67, 69-72 and 1380 cm-1 (Thymine, Guanine)67, 68, 70-74 
with less intense peaks at and 715 cm-1 (Adenine),67, 74-77 850 cm-1 (sugar vibration),67 
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1125 cm-1 (PO2 backbone),
67, 68 and smaller contributions at 1075 cm-1 (PO2 
backbone),67, 68, 76 1234 cm-1 (Thymine),67, 68, 71 1301cm-1 (Cytosine),70, 71, 75, 78 
1450cm-1 (Cytosine, Thymine),68-70, 79 1556cm-1 (Adenine),69, 79 1580 cm-1 (Adenine, 
Guanine).67, 69, 70, 76, 80 The peaks positions agree with the literature on SERS of DNA 
and DNA bases, while the relative enhancement intensities of the single peaks turns 
out to be substrate-dependent (materials, shapes).67, 68, 70, 71, 76 The surface blocking 
with 6-MHO (blue curve) does not shift the DNA vibrations, neither provides new 
peaks to the spectrum, but only yields some increase of the continuum background. A 
slight decrease of the DNA peaks intensity is observed. Since the 6-MOH has a thiol 
group as well as the aptamer, it is in competition with the aptamer, and some could be 
removed from the gold surface. This could explain the intensity decrease. A good 
reproducibility of the DNA spectra is observed in terms of position of the peaks, 
intensity along the surface, etc. independently from the nanoantennas shapes and 
sizes. Spectra acquired on the flat gold surfaces, present on the same substrate and 
undergone to the same binding process, display only a flat background with no signal 
from DNA. The noise level associated to this background can be used to provide a 
lower limit estimate of the SERS enhancement. On the nanoantenna dimers we find 
enhancements higher than 103, in agreement with what measured using dyes 
molecular probes. 41  
After MnSOD deposition, it is possible to detect locally some high SERS signal of the 
biomarker using the nanorod dimers substrate. Figure 3 (red line) shows the SERS 
spectrum of MnSOD at a concentration of 10-7 M compared to the signal of the 
functionalization layer (DNA + 6-MOH). Together with the DNA signal, new intense 
vibrational peaks (highlighted by the dashed boxes) are observed at 1140 and 1150 
cm-1 (aliphatic side chain CH3 bending), 1350 cm
-1 (CH2 bending), 1460 cm
-1 (CH2 
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non-aromatic bending), 1536 cm-1 and in the 1605 – 1650 cm-1 range (Phe, and 
Amide I region). Most of these peaks, together with other smaller contributions, 
match the vibrations of MnSOD already detected on lyophilized powder with 
conventional Raman techniques (see Table SI-1.81 These results prove that the 
functionalized nanostructures allow to detect MnSOD via its enhanced Raman signal. 
The amide III bands are also observable between 1240 and 1300 cm-1. 
 
 
 
Figure 3: (red line) SERS spectrum of MnSOD after incubation of the functionalized 
nanoantenna dimers sample with a solution with protein at concentration 10-7 M 
(exc=785 nm). In addition to the spectral features arising from of the SERS of the 
functionalization layer (black line), we can see new peaks due to the protein whose 
position is labeled (highlighted by the dashed boxes). Spectra are shown after the 
continuum background removal and offset vertically for clarity reasons. 
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However, such a strong signal from the protein has not been observed on the whole 
nanoantennas surface. This can be attributed to the fact that the MnSOD is not 
distributed homogeneously and its adsorption is non-uniform on the nanobiosensor 
surface. In order to get rid of such problem and be able to detect the MnSOD up-take 
on the surface especially at the lowest concentrations, we have established a 
measurement protocol in which 10 spectra are recorded at different points of the 
nanobiosensor surface and an average spectrum is calculated, giving information on 
the presence of the MnSOD.  
 
Any assessment is carried out using, as reference, the SERS signal of MnSOD in the 
spectral bands highlighted in Figure 3. Experiments to establish the limit of detection 
(LOD) have been done at increasing concentrations from 10 nM  to 1μM using both 
nanorods (Figure 4a) and nanocylinders (Figure 4b). To get rid of non homogenous 
absorption of the aptamer on the nanoantennas (which would have straightforward 
consequences on the quantity of MnSOD captured by the nanobiosensor) we plot the 
spectra normalized to the most intense peak of DNA at 1380 cm-1. In such a way 
spectra on different substrates, acquired under different experimental conditions can 
be compared. MnSOD is clearly detected down to 100 nM using both substrates. 
The protein SERS spectra show new features with respect to the functionalization 
layer (also shown in the figures). Main differences arise in the 1490 – 1670 cm-1 
region, where the characteristic bands of aromatic amino acids (Tyr, Phe), Amide II 
and Amide I occur. Indeed the signal in this region is much broader than the one of 
DNA with the appearance of peaks at 1490, 1540, 1610, 1650 cm-1. Less intense 
spectral signatures of MnSOD are detected also at 1350, 1155 and 754 cm-1 (on both 
substrates) and at 935, 905 and 679 cm-1 (using the nanorods). This could be given to 
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the different enhancement that different vibrational modes can experience, especially 
when the chemical enhancement plays a role.81 All these new bands are comparable to 
the ones observed in the case of high SERS enhancement (Figure 3) and, even if their 
relative intensity can be different, the MnSOD signal turns out to be well reproducible 
with the different concentrations and substrates. However, all these differences are 
smoothed on the average spectrum. This is confirmed since whatever the 
nanostructure or the excitation wavelength used, the SERS signal did not exhibit 
relevant changes in the Raman modes (position as well as relative intensity) with the 
MnSOD concentration. Reducing the MnSOD concentration to 10 nM, we still 
observe a clear increase of signal in the 1490 – 1670 cm-1 region (Figure 4b), proving 
that our nanobiosensor can attain such LOD. However, at such low concentration, we 
observed a clear vibrational fingerprint of the protein only using the nanocylinders 
substrate. In this experimental condition, we believe that the inhomogeneity of the 
MnSOD uptake starts playing an important role, suggesting that longer incubation 
times, more dense surface sampling or simply nanoantennas with higher enhancement 
factor are needed to improve sensitivity and reproducibility. 
Moreover, in the case of the nanorod dimers, one can notice that the MnSOD signal is 
lower than in the case of the nanocylinders and the specific MnSOD features are less 
visible. First, the geometry of the nanostructure can influence the orientation and 
position of the aptamer on the nanostructure surface and then on its ability to detect 
the MnSOD. Second, the enhancement comes essentially from the gap between two 
nanorods whereas it comes from a larger surface with the nanocylinders. As a 
consequence, there are less active sites on the dimer surface than on the nanocylinder 
surface. The probability of capture of MnSOD is lower and then it is more difficult to 
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observe the MnSOD at lower concentration. Both effects can affect the SERS signal 
of the MnSOD and explain the differences observable with both geometries. 
 
 
Figure 4: SERS detection of MnSOD at concentrations of 10-6, 10-7, 10-8 M using (a) 
functionalized nanorods dimers (exc=785 nm) and (b) functionalized nanocylinders 
with 140nm diameter (exc=660 nm). For each SERS substrate the reference SERS 
spectrum of the functionalization layer is also shown (DNA). The dashed boxes 
highlight the spectral zones in which the protein provides strongest contribution. The 
spectra are plotted after background subtraction and offset vertically for clarity. 
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Our data suggest that we reach a saturation of the SERS surface for a concentration of 
100 nM. This saturation level can be explained by the effective surface with which the 
MnSOD can interact. Indeed, from QCM we have been able to calculate that the Kd is 
in the range of 300 nM. This value means that half of the aptamers are occupied by a 
MnSOD protein at this concentration on a flat gold surface. But the surface available 
with a nanorod dimers or a nanocylinder on a glass substrate is twice or four times 
lower than the one of the equivalent flat gold surface, respectively. The number of 
available aptamers is then lower on the SERS substrates and the SERS surfaces are 
saturated for lower MnSOD concentration as observed experimentally.  
In order to demonstrate the specificity of the nanobiosensor we have performed two 
control experiments. First, we check that proteins different from MnSOD do not give 
any SERS signal. Second, we show that the blocking agent (6-MOH) alone is not 
capable to bind MnSOD. For the first test we incubate the nanoantennas 
functionalized with aptamer in a Bovine Serum Albumin (BSA) solution at a 
concentration of 10 μM, i.e. 100 times higher than the one at which we detect 
MnSOD. As shown in Figure 5, no significant changes are observable between the 
SERS signal given by the nanobiosensor after incubation with BSA (red line) and the 
SERS signal from the aptamer+6-MOH layer only (black line), even if the BSA 
concentration is high enough to saturate the sensor surface. If any interaction had 
occurred between the BSA and the aptamer, we should have observed some additional 
signal on the SERS spectrum in spectral zones, such as Amide I, Amide II, Amide III, 
aromatic amino-acids, specific of proteins, where the contribution of MnSOD is 
observed (dashed boxes in Figure 5), which is not the case. 
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Figure 5: Negative control experiment. The SERS spectrum on gold nanorods dimers 
(exc=785 nm) after incubation with BSA 10
-5 M (red line) does not show specific 
differences with respect to the SERS from the aptamer+6-MOH layer (black line) in 
the spectral zones in which the proteins feature their vibrational signal (dashed 
boxes). Spectra are offset vertically for clarity reasons. 
 
This demonstrates that the non specific binding does not occur with using MnSOD-
aptamers to functionalize the nanoantennas and, in addition, that no unspecific 
binding occurs between BSA and the 6-MOH blocking agent. Same negative results 
(Figure SI-3) are found when we functionalize the nanoantennas with 6-MOH only 
and incubate with MnSOD. This second control experiment excludes, as for BSA, any 
strong unspecific interaction between the blocking layer (6-MOH) and the MnSOD 
and supports the fact that the capture of the MnSOD is only due to the presence of 
aptamers on the surface without any significant role played by 6-MOH. 
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The previous results demonstrate that the designed nanobiosensor is specific and that 
the MnSOD can be detected at low concentrations. Thus, for further evaluation of the 
nanobiosensor performances, the detection of MnSOD in complex biological media 
(saliva and sera samples) has been tested. The MnSOD concentrations are 10-8 M in 
both saliva and serum, as measured by ELISA. The protocol for the MnSOD 
deposition is the same than the one used for the pure MnSOD except that the pure 
MnSOD solution is replaced by the body fluid. 
 
Figure 6: MnSOD detection in body fluids. (a, red line) SERS signal of MnSOD in 
serum at 10-8 M compared that of the aptamer (black line) using gold nanocylinders 
(exc=660 nm). (b, red line). Spectrum of MnSOD in saliva at 10
-8 M compared that of 
aptamer (black line) on gold nanorods dimers (exc=785 nm). 
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Figure 6a shows the SERS signal from one sample of serum (a, red line) using 
nanocylinders and excitation wavelength at 660 nm and (Figure 6b, red line) from one 
sample of saliva using nanorod dimers and excitation at 785nm. The black lines in (a, 
b) represent the reference spectra of the functionalization layer (aptamer and 6-MHO) 
before the deposition of the body fluids. In the spectra of serum and saliva strongest 
signal increase is observed in the 1450 - 1650 cm-1 band, comparable to what 
observed with pure MnSOD solutions (Figure 4). One can also notice a slight 
difference between both spectra since a band located at 1400 cm-1 is only observable 
on the saliva spectrum. However, this band can be assigned to the COO- streching 
(see table SI-1 and figure 3) and is due to the presence of the MnSOD. Such small 
variations between these spectra can be explained by the protein environment. Indeed, 
saliva and serum are complex media that can slightly affect the protein structure and 
as a consequence the SERS signal. These results, together with the specific SERS 
fingerprint observation on the pure MnSOD solutions and the specificity tests, support 
the conclusion that our nanobiosensor can detect MnSOD in body fluids at a 
concentration of 10 nM. 
 
 
CONCLUSION 
We have developed a high sensitivity, high specificity SERS nanobiosensor, that uses 
EBL optical nanoantennas functionalized with DNA aptamers for specific detection 
of molecular biomarkers at nanomolar concentrations. Both individual nanocylinders 
and 20nm gap nanorods dimers have proved the capability to detect MnSOD in pure 
solutions and, most importantly, in body fluids such as serum and saliva. Our 
measurements suggest that the use of optimized SERS substrate (e.g. dimers with nm-
22 
 
gap dimensions, or nanostars) can improve the sensitivity of our sensor and that 
detection limit lower than the nM can be attained, which is a competitive advantage 
for the biomarker detection. 
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Figure SI-3: The SERS spectrum on gold nanorods dimers (exc=785 nm) after incubation 
with 6-MOH layer (black line) and MnSOD 10-5 M (red line). Spectra are offset vertically for 
clarity reasons. 
Table SI-1: Tentative SERS band assignment based on the peaks positions measured on 
MnSOD powder by normal Raman. 
  
3 
 
SI-1: In vitro selection of target-specific aptamers using SELEX technology. 
The aptamer of MnSOD were designed using the SELEX process. Starting point of each 
SELEX process is a synthetic random DNA oligonucleotide library consisting of a multitude 
of ssDNA fragments with different sequences (1015). This library is used directly for the 
selection of DNA aptamers. The SELEX procedure is characterized by the repetition of 
successive steps consisting of selection (binding, partition, and elution), amplification and 
conditioning. In the first SELEX round the library and the target molecules are incubated for 
binding. Unbound oligonucleotides are removed by several stringent washing steps of the 
binding complexes. The target-bound oligonucleotides are eluted and subsequently amplified 
by PCR. A new enriched pool of selected oligonucleotides is generated by preparation of the 
relevant ssDNA from the PCR products. This selected oligonucleotide pool is then used for 
the next selection round. Nine SELEX rounds were performed for the selection of highly 
affine, target-specific aptamers. The last SELEX round was finished after the amplification 
step. The enriched aptamer pool was cloned and several individual aptamers were sequenced1.  
Upon determining the DNA sequence, we were able to synthesize several DNA 
oligonucleotides containing aptamer sequence and –(T)15- SH at 5´-end using the Applied 
Biosystems DNA synthesizer.  Affinity constants of each aptamer immobilized on the surface 
of gold QCM electrodes were measured as described elsewhere2. On the basis of the 
experimental affinity constants the aptamer with the best affinity to MnSOD was chosen for 
the following experiments (see SI-3 for more details). 
 
SI-2: Protocol of gold surface functionalisation for QCM experiments 
First, the QCM plan gold electrode is cleaned with ozone plasma and rinsed with ethanol to 
remove any contamination (Figure S-1a). Next, 2.6 µM of 5´-thiol modified aptamer are 
immobilized on the gold electrode (Figure S-1b). After washing with the binding buffer, a 
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frequency change of 42.23 ± 5 Hz, corresponding to a surface coverage of 2.80 10-11 mol/cm2, 
is observed. This coverage is 3.75 times higher than the one obtained with F(ab´)2 fragments 
immobilization (surface coverage of 7.49 10-12 mol/cm2). The use of aptamers therefore 
improves the surface coverage and increase the quantity of MnSOD that can be captured on 
the gold surface. Then, since only partial coverage of the surface by the aptamer is expected, 
6-Mercaptohexanol (6-MOH) is used to block the free surface sites in order to prevent non-
specific interactions with proteins (Figure S-1c). Finally, solutions containing different 
concentrations of MnSOD were applied to the electrode surface and the frequency shift was 
monitored in real time (Figure S-1d).  
 
Figure SI-3: Scheme of the surface functionalization protocol for the selective detection of the 
detection of MnSOD. (a) Surface cleaning by ozone plasma. (b) functionalization with 
thiolated DNA aptamer. (c) Blocking of the surface active sites non covered by the aptamer 
with 6-mercaptohexanol. (d) Selective capture of the protein. The same protocol is used for 
the plan gold electrode of the QCM and the gold nanoantennas. 
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SI-3: determination of the dissociation constant of the aptamer by QCM experiments 
As shown in Figure SI-4, when the MnSOD concentration increases from 50 nM to 1200 nM, 
we observe a frequency shift (-Hz) varying from 1.9±0.2 Hz to 9±1 Hz, due to the specific 
binding between MnSOD and the aptamer. The shift increases nearly linearly from 50 nM to 
400 nM, and reaches a plateau for higher concentrations (due to saturation of the surface). A 
non-linear regression function (Program GraFit7) based on the Langmuir adsorption isotherm 
model (Equation 1) has been used to fit the dependence of the frequency shift with the 
MnSOD concentration.2 

MnSOD 
HzMnSOD

KD
Hzmax

MnSOD 
Hzmax
     (1) 
Nonlinear regression fitting of the experimental data by the equation 1 gave the values of 
dissociation constant (KD) and maximum change in resonator frequency (∆Hzmax) at infinitely 
high concentration of MnSOD. According to this calculation the dissociation constant, KD, 
between MnSOD and immobilized aptamer was found to be 313±57 nM. Such KD value 
means that the affinity between the aptamer and the MnSOD is strong and the binding with 
the DNA probe very selective. To determine the specificity of the aptamer, control 
experiments have been performed on gold electrodes modified only with 6-MOH, without 
aptamer. In this case, no frequency shift is measured confirming that in absence of the specific 
aptamer, no MnSOD adsorbed by the 6-MOH.  
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SI-5: Negative control experiment: interaction between the blocking layer (6-MOH) and the 
MnSOD protein 
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Figure SI-3: The SERS spectrum on gold nanorods dimers (exc=785 nm) after incubation 
with 6-MOH layer (black line) and MnSOD 10-5 M (red line). Spectra are offset vertically for 
clarity reasons. 
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Table SI-2: Tentative SERS band assignment based on the peaks positions measured on 
MnSOD powder by normal Raman. 
 
SERS of 
MnSOD 
(this work) 
Raman of 
MnSOD 
(Ref. [3]) 
Tentative mode assignment 
Peak position (cm-1)  
671 662 CS stretching 
750 - Not assigned 
910 909 Aliphatic C-C stretching 
1098 1092 Non aromatic CN stretching 
1141,1150 1150 Aliphatic side chain CH3 bending 
1242, 1250, 
1283 
1241, 1250, 
1298 
Amide III 
1311 1311 Not assigned 
1350 1363 CH2 bending 
1417 1411 COO- stretching 
1460 1451 CH2 non-aromatic bending 
1536 - Amide II 
1605 1600 Phe ring stretching 
1620, 1647 1652, 1670 Amide I 
 
1. Stoltenburg, R.; Reinemann, C.; Strehlitz, B.; SELEX—A (r)evolutionary method to 
generate highaffinity nucleic acid ligands, Biomolecular Engineering, 2007, 24, 381-403 
2. Garai-Ibabe, G.; Grinyte, R.; Golub, E. I.; Canaan, A.; de la Chapelle, M. L.; Marks, 
R. S.; Pavlov, V., Label free and amplified detection of cancer marker EBNA-1 by DNA 
probe based biosensors. Biosensors and Bioelectronics 2011, 30, 272-275. 
3.  David, C.; d’Andrea, C.; Lancelot, E.; Bochterle, J.; Guillot, N.; Fazio, B.; Maragò, 
O. M.; Sutton, A.; Charnaux, N.; Neubrech, F., et al., Raman and IR spectroscopy of 
manganese superoxide dismutase, a pathology biomarker. Vibrational Spectroscopy 2012, 62, 
50-58. 
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VI. 4 Etude de l’influence de la phosphorylation sur 
la structure de la protéine Syk 
 
 
 
 
Le développement de nos deux biocapteurs démontre la possibilité de combiner la 
diffusion Raman exaltée de surface avec la lithographie par nanoimpression UV ou avec la 
lithographie électronique, pour une détection sensible, reproductible et spécifique d’une 
protéine. Ces biocapteurs, efficaces dans la détection de protéines dans des tampons 
simples, peuvent aussi l’être dans la détection de biomarqueurs dans des milieux 
physiologiques plus complexes. Cependant, ces biocapteurs ne permettent pas une étude 
structurale des protéines d’intérêt malgré l’utilisation de l’approche DRES qui est connue 
pour être performante dans la caractérisation des structures protéiques [130, 137]. Il a 
également été démontré que cette technique permet l'observation de changements 
structuraux de protéines suite à des modifications post-traductionnelles [134,187]. Les 
modifications post-traductionnelles sont notamment essentielles à l'activité de certaines 
protéines. Dans les cellules B par exemple, le niveau de phosphorylation de la protéine Syk 
joue un rôle déterminant dans sa fonction de propagation du signal du récepteur des cellules 
B (BCR) [188]. 
 
Pour aller au delà de la simple détection des protéines, nous nous sommes donc 
également intéressés à l'analyse de la structure de Syk par DRES grâce à l'utilisation de 
nanocylindres fabriqués par lithographie électronique. Deux formes de la protéine ont été 
étudiées, une forme non phosphorylée et une forme phosphorylée. Les niveaux de 
phosphorylation et d'activité kinase des deux formes de la protéine ont été mesurés par 
Western Blot (WB). Nos résultats montrent que Syk, non-phosphorylée est inactive, alors 
que Syk phosphorylée s'auto-phosphoryle et est donc active. Une analyse des spectres 
DRES révèle des signatures spectrales différentes. L’étude des bandes amides, ainsi que des 
bandes caractéristiques de certains acides aminés comme les aromatiques, tend à démontrer 
que la structure de Syk varie en fonction de son état de phosphorylation. A l’aide de la 
structure atomique de Syk [124], nous proposons un modèle d an s  l e q u e l  Syk interagit 
différemment avec les nanoparticules d’or en fonction de son état de phosphorylation. Ces 
résultats établissent un lien entre la fonction de Syk et sa structure via sa phosphorylation. 
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Phosphorylation modifications of proteins are crucial for their functions1 by inducing local 
and global variations of their structures2,3. The latters are usually characterized by using X-ray 
diffraction4. Despite its informative atomic resolution, this crystal-based methodology is 
destructive, multi-step and time-consuming. To overcome these constraints and to determine 
the phosphorylation-dependent protein conformational changes, we developed an approach 
based on the Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) in aqueous condition. We 
choose to work with the Spleen Tyrosine Kinase (Syk) protein, which was described to be 
trans- and/or auto-phosphorylated to become functionally activated upon immune receptor 
activation5-9. The current model proposes that phosphorylation-dependent Syk activity is 
linked to its phosphorylation-mediated conformational changes. Despite the conformational 
rearrangements upon Syk auto-phosphorylation found by single particle microscopy10, no 
other technical approach was available to study the influence of phosphorylation on Syk 
global conformation change. In this study, we showed that the phosphorylation levels of a 
recombinant human Syk protein, especially on specific tyrosine residues, were linked to its 
kinase activity that was measured by its auto-phosphorylation levels. After loading the un-
phosphorylated and phosphorylated forms of Syk in aqueous solution on electron beam 
lithography-made gold nanocylinders, our SERS analysis led to two distinct spectra, 
suggesting that Syk global conformation varies with its phosphorylation status. Peak 
assignments of both Syk spectra helped with a Syk atomic structure model11 analysis allowed 
us to identify specific Syk sequences in contact with the gold nanoparticles of both Syk forms. 
Based on these data, we proposed a model for Syk conformational changes depending on its 
phosphorylation state that is linked to its function. Altogether, SERS is a powerful approach 
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in establishing the connection between the global structure and the function of post-
translational modified proteins. So, this SERS approach might represent an interesting tool to 
identify novel structural biomarkers in pathophysiological systems. 
 
 In order to determine the Syk structure rearrangements based on its phosphorylation 
levels, we used a wild type form of Syk (Syk WT) expressed in bacteria, a phosphorylated 
wild type form of Syk (Syk P) expressed in insect cells and a dephosphorylated wild type 
form of Syk (Syk dP), which was generated by incubating Syk P with the CIP phosphatase. 
The phosphorylation status and kinase activity of Syk forms were determined by western 
blotting (WB). As revealed by WB using an anti-phosphotyrosine antibody (Figure 1A), only 
Syk P was detected (top blot) despite the presence of all Syk forms (bottom blot hybridized 
with an anti-Syk antibody). In agreement with published data10, the absence of 
phosphorylated form of Syk WT demonstrated that this protein was not post-translationally 
modified by phosphorylation in bacteria but was in insect cells. The signal obtained with the 
anti-phosphotyrosine antibody for the Syk P form was strongly decreased in presence of CIP 
enzyme demonstrating that the phosphorylated form of Syk P was well dephosphorylated in 
vitro (Syk dP) after the phosphatase treatment. To investigated whether Syk P was modified 
on specific tyrosine residues (Y) that are required for its activity9, we investigated its levels of 
phospho-Y323, -Y348 and -Y525 before and after treatment with the CIP phosphatase. Figure 
1B showed that these three tyrosine residues were phosphorylated in absence of CIP, 
suggesting that this Syk P form is functional. After incubating it with CIP, the signals of 
phospho-Y323, Y352 and Y525 strongly diminished, indicating that the Syk dP form was 
inactive. To confirm the link between the phosphorylated levels of Syk forms and their kinase 
activity, we measured the phosphotyrosine levels of Syk WT and Syk P in a kinase activity 
assay (- and + ATP) by WB. As shown in Figure 1C, no signal was observed with Syk WT in 
absence or presence of ATP, whereas the basal phospho-signal was increased in presence of 
ATP with the Syk P form. These data demonstrated that the Syk WT form was not 
phosphorylated and inactive whereas Syk P was phosphorylated and active.  
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Figure 1: A) tyrosine phosphorylation levels of Syk WT and Syk P forms, B) specific 
phospho-tyrosine residue levels of the Syk P form before and after phosphatase treatment, C) 
auto-phosphorylation activity in absence or presence of ATP of the Syk WT and Syk P forms. 
 
 SERS is a powerful technique for characterizing protein structures12,13 and detecting 
tyrosine phosphorylation on peptides and proteins in aqueous buffers and physiological 
fluids14-16. To determine the impact of the phosphorylation on Syk structure, the different Syk 
forms (WT, dP and P) were analyzed by SERS in aqueous solutions. SERS spectra of the Syk 
dP (1) and Syk P (2) are presented on Figure 2 and Syk WT SERS spectrum on Extended data 
Figure 1. Spectra for each Syk form represent the average spectral signature of at least five 
SERS signals generated on several locations of the gold nanostructures. Global comparison of 
these signatures revealed that Syk P and Syk dP were different whereas Syk dP and Syk WT 
were quite similar, suggesting that the Syk phosphorylation state was playing a role in the Syk 
spectral signal.  
4 
 
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
(2)
 
 
N
o
rm
a
liz
e
d
 S
E
R
S
 i
n
te
n
s
it
y
Raman shift (cm
-1
)
(1)
 
Figure 2: SERS spectra of dephosphorylated Syk (Syk dP) (1) and phosphorylated Syk (Syk P) (2). 
 
To determine the Syk structure adsorbed on the gold nanostructures, all spectra were analyzed 
and revealed the presence of amino acid peaks and amide bands12,14,15,17-24 (table 1). 
 
Peaks position Tentative of Assignment 
Syk dP Syk P  
221  S-Au) 
294   
324 327  
421  C-S) 
439  Tyr 
 475  
485 485  
 505 
(S-S) 525  
 551 
558  
 567 Trp 
582 587  
603  Phe 
 611  
622  C-S) 
639 645 Tyr 
655  
 670 (C-S) 
684   
 691 
(C-S)704  
723  
755 755 Trp 
798  
Tyr 815 813 
825  
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 835 
850  
877  
894  Trp 
910 907 (C-C) 
 958 Trp/Val 
968  
983  Trp 
993 997 Phe (ring stretching) 
1004 1005 
 1014 Trp 
1062  
Non aromatic (C-N) and (C-C) 1077  
 1107 
1121  
 1144 
Phe, Tyr 1172  
 1201 
1219 1214 Tyr, Phe 
 1237 Amide III (-sheet) 
1250  
1271 1269 
Amide III (-helix) 1284 1283 
1295  
1307 1303 
Non aromatic (CH2), or Trp 
(inodole ring) 
1326  
1340  
1352  
1366  
1377  
1387  
1397  (COO-) 
1439  
 (CH2)  1450 
1462  
1476 1483 Non aromatic (CH2) 
1499   
1520 1511  
1541  Amide II ((N-H)) 
1584  Trp (ring stretching) 
1606  Phe (ring stretching) 
1619  Tyr, Phe, Trp (ring stretching) 
1643  Amide I (-helix) 
 
Table 1: SERS band assignment for Syk P and Syk dP forms 
 
Interestingly, we noticed the presence of a peak at 221 cm-1 that is typical of the vibration S-
Au25. This indicated that a thiol group (SH) of Syk, which is present in cysteine residue, was 
bound to the gold surface. Based on the atomic structure of complete Syk11, we noted three 
cysteine residues (Cys101, Cys593, Cys597) available for gold interaction (extended data 
Figure 2). On spectrum (1), peaks at 421 cm-1, 622 cm-1, 704 cm-1 and at 723 cm-1, which 
correspond to C-S stretching vibration15,17,19,25, were very intense and significant of the 
cysteine residue presence at the gold surface vicinity. In addition, band specific of disulfide 
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(S-S) bonds, which are formed by two closed cysteine residues, was substantial in the region 
500-560 cm-1, meaning that this bond was also close to the surface of the nanostructures12,21. 
Based on these observations, we proposed a model where Syk interacts with the surface 
through its Cys101, whereas the disulfide bond between Cys593-Cys597 was close to the 
surface. Moreover, the presence of the disulfide bond suggested that Syk was not structurally 
altered by its binding to the gold nanoparticles26. However, the amide I band (1630-1680 cm-
1: -helix: 1630-1650 cm-1, random: 1650-1665 cm-1 and -sheet: 1665-1680 cm-1)12,18,21, 
which is characteristic of the protein secondary structure, was very weak or undetectable. This 
might be explained by two main reasons. First, the proteins had a specific interaction with the 
nanoparticles and in this region, the -helix and -sheet were not enough close to the surface 
to provide the amide I signal. Second, the presence of high peaks at 755 cm-1, 877 cm-1, 983 
cm-1, 1172 cm-1, 1584 cm-1 and 1619 cm-1 indicated a large amount of tryptophan (Trp, W), 
phenylalanine (Phe, F) and tyrosine (Tyr) residues in the interacting region comprising the 
disulfide bond. Close to the surface, these aromatic amino acids emitted a strong signal12, as 
observed in spectrum (1). Their presence was confirmed by a detailed analysis of the atomic 
structure of Syk11 (Extended data Figure 3). So, the absence of the amide I signal, which 
might be covered by the strong peak at 1619 cm-1, might be explained by the two previous 
points27. Concerning the amide III band, which is also sensitive to the secondary structure, its 
position is located in the region 1230-1300 cm-1 (1230-1250 cm-1: -sheet, 1250-1265 cm-1: 
random, 1265-1300 cm-1: -helix)15,19. Because other vibrational modes exist in the same 
region15,18, it is difficult to use the amide III to extract the right composition in -helix and -
sheet. Nevertheless, the presence of bands in the -helix region (1271, 1284 and 1295 cm-1) 
and in a -sheet strand (1250 cm-1) in the Syk dP spectrum was confirmed around the 
Cys593-Cys597 (Extended data Figure 3). Also, the band at 1541 cm-1, which is characteristic 
of the amide II band12,15,24 and sensitive to the  turns, was noticeable in the region around 
Cyst101 (Extended data Figure 2). Altogether, SERS spectrum (1) data supported the 
unphosphorylated Syk WT atomic structure by demonstrating that this Syk form interacted 
with the gold surface through its N-t SH2 (Figure 3) without loosing its conformation. 
 Syk P SERS signal (spectrum (2) showed in Figure 2) had a different spectral 
signature as compared to the Syk dP or Syk WT ones. Knowing that Syk auto-kinase activity 
consists mainly on tyrosine residue phosphorylation, we focused on peaks assigned to specific 
Tyr doublet (Fermi resonance between the overtone of an out-of-plane ring bending and the 
ring breathing vibrations). Its frequency varied between 825 and 850 cm-1 in spectrum (1), 
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whereas it was a single peak at 835 cm-1 in spectrum (2), that is characteristic of 
phosphorylation14. Also, phosphorylation modification is known to affect the intensity of the 
amide band as well as the Tyr vibrational modes14,15. In the Syk P form, we noticed a strong 
decrease in the intensity of the amide III band and Tyr peaks. Furthermore, some peaks of 
amide III band were down shifted (1250 cm-1 to 1237 cm-1) or disappeared (1295 cm-1). This 
behavior was due to the replacement of the light hydrogen atom by the heavy phosphate 
group. Accordingly, the protein structure changed with its phosphorylation and varied its 
interaction to the gold nanostructures. The new interaction is confirmed by the presence of C-
S and S-S vibrations in Syk dP spectrum, that decreased dramatically in Syk P signature. 
However, a band at 670 cm-1, which also corresponds to C-S stretching28, was revealed. Even 
if intense peaks at 1584 and 1619 cm-1 vanished, bands at 755, 813 and 1014 cm-1 that are all 
assigned to Trp and/or Tyr 12,15,21 were still part of the spectrum. Additionally, the band at 
1172 cm-1, which is assigned to Phe and Tyr residues, was shifted to 1201 cm-1. The peak 
intensity at 1005 cm-1 is sensitive to the orientation of the Phe ring 12,15. In case of Syk P, its 
intensity was stronger as compared to Syk WT or Syk dP, suggesting that phosphorylation 
allowed different orientations of Phe residues. Moreover, we noted the strong intensity of the 
peak at 1483 cm-1 that was dependent on the CH2 bending of non-aromatic amino acid
19. The 
amide II band was also missing with turns that are usually located right after structured 
domains. Altogether, these observations (lower signal for C-S and S-S bands, less amount of 
Trp and Tyr, amide III shifted, high signal of non aromatic CH2 vibration) led us to propose 
another model for the Syk phosphorylated form interacting with the gold surface (Figure 3). 
First, the region of Syk binding to the nanostructures contained an unstructured part with few 
aromatic amino acids. Second, the lack of peaks around 220 cm-1 indicated the absence of link 
between the gold surface and the cysteine residues of the protein, suggesting that Syk P was 
only absorbed on the surface. All these requirements were found in the sequence of the inter-
domain B and close to the Cys 259 residues (Extended data Figure 4). Our model showed that 
Syk WT and Syk P did not have the same orientation on the gold surface. 
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Figure 3: model of unphosphorylated and phosphorylated Syk structures bound to gold 
nanoparticles. The Syk protein consists of two adjacent src homology 2 (SH2) domains 
separated from the C-terminal kinase domain by a linker region. 
 
 By studying the different Syk forms by WB and SERS, this work allowed us to 
conclude that the Syk phosphorylation status was linked to its activity and associated with its 
structure. In combination with the data of the atomic structure resolution, SERS spectrum 
analysis is a powerful tool to determine changes in protein conformations and then to model 
them. 
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Materials and methods 
Protein expression 
The un-phosphorylated wild type Syk recombinant protein (Syk WT) was produced in BL21 
bacteria (Invitrogen) and purified with the magnetic Nickel beads (Millipore). The 
phosphorylated Syk form (Syk P) was produced in baculovirus infected Sf9 cells and purified 
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(Active Motif). After purification, both proteins were concentrated using columns with a cut-
off at 30 kDa (Millipore).  
 
Auto-phosphorylation kinase assay 
Syk WT and Syk P were incubated in a buffer containing 50 mM Tris-HCl, 25 mM MgCl2, 10 
mM NaVO3, 1 mM DTT, supplemented with 100 mM ATP (Sigma). After 1h at RT, the 
reaction was stopped by cooling down the tube on ice. Then, the unphosphorylated and 
phosphorylated forms were then separated on SDS-PAGE gel, transferred into nitrocellulose 
membrane that were incubated with monoclonal mouse anti-phosphotyrosine antibody 
(Millipore) followed by a secondary antibody coupled to HRP enzyme (BioRad) before 
revelation with the ECL kit (Pierce). 
 
Dephosphorylation test 
Syk P was incubated in absence or in presence of 1 µl of CIP in a buffer containing 50 mM 
Tris-HCl, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2 and 1 mM DTT. After 1h incubation at 37°C, 
proteins were processed as described in the auto-phosphorylation kinase assay. 
 
SERS samples 
Gold nanocylinders of 130 nm diameter were made by electron-beam lithography (EBL) on 
glass substrates. A chromium adhesion layer of 3 nm was deposited before evaporate 50 nm 
of gold. Distance between nanocylinders is 200 nm in both directions. 
 
SERS experiment  
SERS experiments were performed in liquid environment. Substrates were immersed in PBS 
in an up-side down configuration. SERS spectra were recorded using an Xplora spectrometer, 
from Jobin-Yvon. A grating of 600 lines mm-1 with a slit of 100 µm gives a resolution of 3 
cm-1. An objective of x60 with a numerical aperture of 0.6 was used. Proteins were 
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illuminated with the 660 nm wavelength and the laser power was less than 1 mW at the 
sample. SERS spectra were acquired during 60 s, twice to increase signal/noise ratio. 
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Figure 1 : SERS spectra of Syk WT (1), Syk dP (2) and Syk P (3)  
 
 
Figure 2: Syk WT structure with cysteine residues at position 101, 593 and 597 (orange) 
located at the periphery 
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VII. Discussion et perspectives 
 
 
La position de la RPSL des nanostructures métalliques, en solution ou sur substrat, est 
dépendante de plusieurs paramètres: la forme, la taille ou la nature du métal [97, 189]. 
Cependant la position de la RPSL est également fortement sensible à l’indice de réfraction du 
milieu environnant [99, 190]. Plus la variation d’indice est importante et plus le décalage de la 
RPSL augmente. La sensibilité à un changement d'indice de réfraction dépends aussi de la 
forme et des dimensions des nanoparticules, la meilleure sensibilité étant obtenue pour des 
formes allongées [96]. Une variation d'indice peut être provoquée par une modification du 
milieu local environnant dans lequel se trouvent les nanostructures, mais aussi par la présence 
de molécules à la proximité des nanostructures. Ainsi, l'analyse de la position de la RPSL est 
utilisée pour la détection de molécules [102, 175, 191] et de protéines [176]. Pour des 
protéines ayant des poids moléculaires et des structures différentes, leur interaction avec une 
nanoparticule métallique devrait donc induire des décalages spécifiques de la position de la 
RPSL. 
L’objectif de notre travail consistait alors à analyser le décalage de la position de la 
RPSL de nanostructures d’or colloïdales en fonction du poids moléculaire de différentes 
protéines. Dans le cadre de notre étude, les nanoparticules utilisées étaient des nanobâtonnets 
d’or recouverts d’une couche de CTAB. Les nanobâtonnets ayant deux longueurs (axes) 
différentes, deux positions de RPSL ont été mesurées. Les simulations, faîtes par FDTD pour 
calculer la position de la RPSL, ont montré que la couche de CTAB ne peut pas être 
considérée comme homogène sur toute la surface des nanobâtonnets. En effet, du fait du 
rayon de courbure à leurs extrémités, la densité en CTAB est plus faible à ces endroits que 
celle sur les parties planes des nanobâtonnets. Par conséquent, les protéines interagissent de 
manière préférentielle aux extrémités, comme l’indique nos mesures montrant un décalage de 
la RPSL plus important le long du grand axe que le long du petit axe. Cependant, le décalage 
moyen obtenu est constant et ne varie pas en fonction du poids moléculaire des protéines. Ce 
résultat peut être expliqué par l’encombrement stérique des protéines. En effet, les protéines 
de haut poids moléculaire étant plus grosses, elles nécessitent plus d'espace pour interagir 
avec la surface d’or, qui elle ne varie pas. Nous en déduisons que les petites protéines sont 
plus nombreuses à interagir avec la surface d’or que les grosses protéines. Il en résulte ainsi 
un indice de réfraction similaire qui engendre un décalage de la position de la RPSL identique 
158 
 
et indépendant du poids moléculaire des protéines. De plus, le décalage de la position de la 
RPSL engendré par les protéines n’est pas très important, inférieure à 10 nm. Généralement, 
la détection de protéine entraîne un décalage allant jusqu’à plusieurs dizaines de nanomètres 
[177, 192]. D’autre part, la position de la RPSL est sensible aux nombres de couches déposées 
sur la surface, et donc à la taille des protéines. Le décalage doit donc continuer à augmenter si 
le nombre de couches sur la surface s’accroît [193]. Nos résultats montrant un décalage faible 
de la position de la RPSL et indépendant de la taille des protéines, il semble donc que nos 
nanoparticules sont uniquement sensibles à ce qui se produit directement à la surface et 
qu’elles sont très peu sensibles aux couches supérieures situées à quelques nanomètres. Ceci 
indique également que la longueur de décroissance du PSL est de l’ordre de grandeur de la 
taille d’une protéine, soit quelques nanomètres seulement. 
La suite de ce travail a été d’étudier l’effet de la concentration en protéines. Le décalage 
de la position de la RPSL augmente avec la concentration, ce qui est en accord avec le fait 
qu’il y ait plus de protéines qui interagissent avec l’or. Cependant, ce décalage n’est pas 
homogène en fonction des protéines. Nous avons ainsi observé des décalages très faibles et 
par conséquent une sensibilité de la RPSL extrêmement réduites vis à vis de l’augmentation 
de la concentration alors que pour d’autres protéines, la position de la RPSL est largement 
décalée vers le rouge et que sa largeur augmente. Cet élargissement est caractéristique d’une 
agrégation des nanoparticules. Après analyse de la structure des protéines, nous avons mis en 
évidence que le nombre de résidus cystéine accessibles (résidu comportant un groupe thiol, 
SH, ayant une forte affinité avec l’or), joue un rôle important dans la liaison des protéines 
avec la surface des nanoparticules. En effet, une protéine qui possède un seul résidu cystéine 
libre se lie à la surface d’or sans induire l’agrégation des nanoparticules, tandis qu’une 
protéine pour laquelle plusieurs résidus cystéine sont accessibles peut se lier à plusieurs 
nanoparticules, formant ainsi des agrégats de nanoparticules lorsque la concentration en 
protéine est importante. La liaison entre un groupe thiol et une surface d’or est également 
impliquée dans l’interaction entre le CTAB et les nanoparticules. Ainsi, il se peut que les 
protéines ayant une cystéine accessible entrent en compétition avec la couche de CTAB et la 
remplace à certains endroits. Ce phénomène peut expliquer le faible décalage observé. Les 
protéines engendrent un indice moyen légèrement plus important que celui de la couche de 
CTAB, mais pas suffisamment conséquent pour induire un fort décalage de la position de la 
RPSL. 
Ces travaux nous indiquent que l’analyse de la position de la RPSL de nanoparticules 
peut être utilisée pour la détection de protéines très diverses en taille et poids moléculaire. En 
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revanche, l’absence de variation du décalage de la position de la RPSL en fonction du poids 
moléculaire des protéines indique qu’il est impossible d’identifier la protéine liée aux 
nanoparticules. Afin de pouvoir identifier les protéines interagissant avec les nanoparticules, il 
est nécessaire de fonctionnaliser la surface métallique avec une molécule capable d'interagir 
uniquement avec la protéine cible. Cette méthode de fonctionnalisation et de détection est 
utilisée pour le développement de biocapteurs [118, 194, 195], notamment pour la détection 
en milieu physiologique [142, 143]. Cependant, cette technique de mesure ne peut pas assurer 
l’identification de la protéine détectée, la spécificité étant la résultante de la fonctionnalisation 
de surface, et pas de la méthode de mesure. Par contre, des méthodes de mesures, comme la 
diffusion Raman, permettent d’identifier une protéine ou une interaction entre deux molécules 
[186]. Sur la base de ces résultats et dans le but d’acquérir une meilleure spécificité ainsi 
qu’une plus grande sensibilité de détection protéique, nous avons choisi d’utiliser la diffusion 
Raman exaltée de surface. Pour éviter les agrégations et obtenir un signal DRES 
reproductible, les colloïdes ont été remplacés par des nanostructures lithographiées sur des 
substrats de verre. 
 
L’utilisation de nanostructures pour le développement d’un biocapteur basé sur la 
DRES nécessite une optimisation de ces nanostructures pour l'obtention d'une sensibilité 
optimale. Comme décrit précédemment dans ce manuscrit, l’intensité du signal DRES est 
étroitement liée à l'exaltation du champ électrique. Cette exaltation dépend elle-même 
directement de l’excitation de la RPSL. Intuitivement, il serait aisé de supposer que 
l’exaltation est maximale lorsque la longueur d’onde incidente est proche de la position de la 
RPSL. Toutefois, la relation entre la position de la RPSL, la longueur d'onde excitatrice et 
l’exaltation du signal en DRES n’est pas aussi simple et dépend fortement de la forme des 
nanostructures ou de la longueur d’onde du laser utilisée [121, 123]. Ceci est dû non 
seulement au fait que l’intensité DRES est le résultat de l’exaltation du champ aux deux 
longueurs d’onde excitatrice et Raman, mais également au fait que la DRES est un 
phénomène champ proche à l’inverse de la RPSL qui est une mesure du champ de lointain. 
Pour comprendre plus en détails ces deux phénomènes, nous avons étudié l'intensité DRES 
obtenue pour différentes longueurs d'onde excitatrices sur des nanostructures cylindriques non 
couplées. Ces données nous ont permis de mesurer l’exaltation du signal en fonction de la 
longueur d’onde excitatrice et de la position de la RPSL. De manière générale, il est 
couramment accepté que l’intensité maximale est obtenue lorsque la position de la RPSL se 
trouve entre la longueur d’onde excitatrice (0) et la longueur d’onde Raman (R) [117]. 
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Pourtant, nous avons pu observer que l’exaltation la plus forte n’est pas toujours pour une 
position de la RPSL située entre la longueur d’onde laser et la longueur d’onde Raman 
étudiée. Ceci est particulièrement vrai lorsque le diamètre des nanocylindres augmente, plus 
leur diamètre est grand, ce qui correspond à des positions de la RPSL situées vers le proche 
IR, et plus le décalage entre la position optimale observée et la position attendue ((0+R)/2) 
est grand. Zuloaga et al. explique ce décalage par la présence d’amortissement des plasmons, 
comme dans le cadre d’un oscillateur harmonique, lorsque la taille des nanostructures 
augmente [181]. Sur la base des résultats expérimentaux générés, des calculs par DDA ont été 
réalisés afin d’expliquer cette tendance. Ceci nous a permis d’établir un modèle simple 
donnant l’exaltation DRES maximale en fonction de la longueur d’onde d’excitation et de la 
position de la RPSL. Les calculs réalisés grâce au modèle de la DDA nous permettent de 
retrouver les données expérimentales. Il est donc possible de déterminer, en fonction du laser 
utilisé, la position de la RPSL qui donnera la meilleure exaltation. Cependant, nos calculs et 
mesures ont été réalisés pour des longueurs d’onde excitatrices, ainsi que des RPSL, situées 
au-dessus de 600 nm. La question se pose donc de savoir si notre modèle peut s’appliquer 
pour des longueurs d’ondes excitatrices plus faibles. En effet, il a été montré 
expérimentalement que pour une longueur d’onde excitatrice en dessous de 500 nm, 
l’intensité DRES optimale est obtenue pour une RPSL également situé entre 0 et R [196, 
197]. Mais il semble également que la relation entre la RPSL, l’intensité DRES maximale et 
la longueur d’onde laser soit dépendante de la forme des nanostructures. Pour des longueurs 
d’onde excitatrice en proche IR, et pour des nanocylindres, nous montrons que l’intensité 
DRES est maximale pour une RPSL plus faible que la longueur d’onde laser tandis que pour 
des nanotriangles, la RPSL est située pour des longueurs d’onde supérieures à la longueur 
d’onde laser [197]. La RPSL et l’intensité DRES dépendent de la forme des nanostructures, il 
semble normal que la relation les reliant soit aussi liée aux nanostructures. Notre modèle est 
donc applicable pour des nanocylindres mais il ne traduit pas forcément les phénomènes qui 
se produisent pour toutes les formes. Par conséquent, l’établissement d’un modèle doit tenir 
compte non seulement de la position de la RPSL et de la longueur d’onde laser, mais aussi de 
la forme des nanostructures. 
 
Si le niveau de détection peut être amélioré par l'optimisation de l'exaltation, il ne doit 
pas se faire au détriment de la reproductibilité de l'intensité du signal. Il est important de 
rappeler que l’intensité du signal DRES est dépendante de l’exaltation du champ proche qui 
est elle-même dépendante des nanostructures utilisées. Les colloïdes sont des nanoparticules 
161 
 
permettant une détection DRES extrêmement sensible, jusqu’à la détection d’une molécule 
unique [127, 128], mais comme précisé précédemment, la phénomène d’agrégation des 
nanoparticules influence l’intensité DRES [198, 199]. Afin d’avoir un signal DRES dont 
l’intensité reste constante, les nanostructures, et la distance les séparant, se doivent d'être 
identiques sur toute la surface d’analyse. Parmi toutes les techniques présentées dans la 
section IV, nous avons choisi d'utiliser la lithographie électronique (LE) et de la lithographie 
par nanoimpression UV (LNI-UV). Par ailleurs, la détection de molécules par DRES a déjà 
été présentée pour ses deux techniques [123, 166, 173]. Cependant, la conception d’un 
biocapteur, utilisant des nanostructures fabriquées par ces lithographies, est peu développée. 
La lithographie électronique est l'approche la plus appropriée pour la fabrication de 
nanostructures pour l’application à un biocapteur. En effet, elle permet un contrôle précis de 
tous les paramètres géométriques des nanostructures liés à la RPSL (forme, taille, 
espacement). La seconde approche, la LNI-UV, a l'avantage de nanostructurer une grande 
surface de l'échantillon (de l’ordre du millimètre carré) en peu de temps et à moindre coût, 
tout en conservant une bonne reproductibilité des nanostructures. Lors de notre étude sur les 
seuils de détection obtenus sur des substrats produits par lithographie, nous avons démontré 
que le seuil de sensibilité est similaire entre la LNI-UV et la LE. En revanche, l’intensité du 
signal DRES varie significativement pour la LNI-UV (variation de 50%) alors qu'il est stable 
pour la LE (variation de seulement 10%). Cette fluctuation peut être liée à la rugosité des 
nanostructures qui est plus importante avec l'approche LNI-UV par rapport à celle avec la LE, 
mais non homogène sur toute la surface. L’effet de la rugosité des nanostructures sur le signal 
DRES mesuré a déjà été montré pour augmenter son intensité [200]. Cette augmentation de 
rugosité peut provenir de deux étapes de fabrication. La première concerne l'application du 
tampon en PDMS qui génère des inégalités de surface prononcées sur les côtés des 
nanostructures. La rugosité des échantillons LNI-UV créerait localement une exaltation plus 
forte du champ électrique, notamment par des effets de pointes. La seconde étape qui peut 
influencer la rugosité, mais également la dimension des nanostructures, est la gravure. En 
effet, le procédé de gravure est directif, c’est-à-dire qu’il se fait selon une direction. Si 
l’échantillon n’est pas correctement orienté par rapport à cette direction, la vitesse de gravure, 
ainsi que l’angle de gravure, vont alors être variables d’un endroit à un autre de la surface, 
créant ainsi une rugosité. Dans le cas où la gravure n’est pas homogène sur toute la surface, la 
taille et la forme des nanostructures peuvent différer. Ainsi, la variabilité des nanostructures 
sur la surface obtenue par LNI conduit à une intensité du signal DRES moins reproductible 
qu’en LE. Un recuit des échantillons permettrait de diminuer la rugosité des nanostructures et 
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augmenterait la reproductibilité de l’intensité du signal. Au niveau de la sensibilité, nos 
résultats montrent que le seuil de détection est de l'ordre de 10-9 M pour les deux approches. 
Pour descendre en dessous de ces limites de détection, nous avons étudié des nanostructures 
couplées (nanobâtonnets) produites par LE. Lorsque la distance entre deux nanostructures 
diminue, l’intensité DRES augmente fortement [201, 202]. Pour les nanostructures couplées, 
les résultats indiquent une reproductibilité de l'intensité du signal identique entre les 
nanobâtonnets et les nanocylindres. De plus, une meilleure sensibilité pour les nanobâtonnets 
a été obtenue ainsi qu’un rapport signal/bruit plus important. Il est donc possible de détecter 
des molécules ayant des concentrations de l'ordre de 10-12 M, et même inférieures. Ce niveau 
de détection atteint est suffisant pour la détection de protéines en milieu physiologique. 
Cette étude indique que les lithographies électronique et par nanoimpression sont des 
techniques de fabrication des nanostructures qui permettent une détection de molécules en 
solution pour de faibles concentrations. Notre étude démontre également que la lithographie 
électronique assure une faible variation de l’intensité du signal DRES, alors qu’elle est plus 
importante pour les nanostructures conçues par lithographie par nanoimpression UV. Ces 
résultats indiquent que ces approches sont applicables pour la fabrication de biocapteurs 
sensibles et reproductibles. 
 
Les trois principaux critères d’un biocapteur sont: la sensibilité, la reproductibilité et la 
spécificité. Grâce à nos travaux sur l’optimisation des nanostructures, nous avons pu 
démontrer les deux premiers critères: détection de molécules à des concentrations inférieures 
à 10-9 M et faible dispersion du signal DRES en LE. Cependant, si l’on souhaite détecter 
spécifiquement une protéine dans un milieu physiologique, donc dans un milieu complexe 
composé d’une grande diversité de molécules biologiques, il est important de concevoir un 
biocapteur sélectif, tout en conservant un niveau de détection suffisant. Ce dernier critère de 
sélectivité de notre biocapteur est assuré par une fonctionnalisation de surface spécifique de la 
protéine à détecter. 
Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur un système biorécepteur-
protéine simple et facile à mettre en place. Pour cela, nous avons utilisé le système biotine-
avidine sur des nanostructures LNI-UV. Ce système a également été choisi car cette 
interaction avait déjà été observée par DRES [186]. Nous nous sommes tout d’abord assurés 
de la fonctionnalisation et de la spécificité de notre système, par une étude du décalage de la 
résonance des plasmons de surface (RPS) sur des surfaces planes d’or. La surface d’or est 
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d’abord recouverte par la cystéamine qui possède un groupe thiol (SH) à une de ces 
extrémités. La seconde extrémité de la cystéamine, constituée d'un groupe amine (NH2), 
interagit avec le groupe carboxyle (COOH) de la biotine, assurant l’absorption ainsi que 
l’orientation de cette dernière sur la surface et garantissant la détection spécifique de 
l’avidine. Ensuite, un dépôt de dodécanthiol permet de combler les espaces laissés libres par 
la cystéamine, et évite ainsi l’éventuelle interaction directe de l’avidine sur la surface d'or. Par 
conséquent, l’avidine ne sera détectée que si la liaison avec la biotine s'effectue. Nos résultats 
obtenus par RPS ont confirmé que cette fonctionnalisation de surface permet la détection de 
l’avidine. De plus, nos résultats de spécificité montrent que le décalage sur la position de la 
RPS, provoqué par la liaison de l’avidine, est identique avec ou sans dépôt de BSA au 
préalable. Ceci montre que la BSA ne se lie pas à la biotine, qui est alors toujours libre pour 
interagir avec l’avidine. Une fois cette mise au point réalisée, cette fonctionnalisation de 
surface a été appliquée aux nanostructures d’or pour une détection par DRES. Nos résultats 
indiquent que la réaction de fonctionnalisation de surface (cystéamine-biotine) donne un 
spectre DRES différent du spectre Raman de la biotine seule. Cette différence provient du fait 
qu’il se crée une liaison chimique entre la biotine et la cystéamine et nous observons donc la 
signature spectrale de cette interaction et non la somme des signaux de la biotine et de la 
cystéamine. De la même façon, le spectre DRES mesuré pour la détection de l’avidine est 
différent du signal Raman de l’avidine seule. Cette variation de signal a déjà été montrée pour 
la détection du même système mais avec une fonctionnalisation de surface différente [186] et 
peut être attribuée à l’interaction entre l’analyte et le biorécepteur. Par conséquent, une 
comparaison des spectres DRES entre avant et après dépôt de l'avidine démontre qu'il est 
possible d’observer le spectre de l’interaction entre l’avidine et la biotine, et donc de détecter 
l’avidine. 
Ces résultats prouvent que la DRES peut être utilisée en association avec la lithographie 
par nanoimpression pour la fabrication de biocapteurs destinés à la détection de protéines. De 
plus, en tenant compte de la forte intensité du signal, la détection de l’avidine est possible 
pour des concentrations proches de la micromole. En optimisant l’exaltation du signal grâce à 
un meilleur ajustement de la RPSL en fonction de la longueur d’onde excitatrice utilisée, ou 
encore en variant la forme des nanostructures (bâtonnets, étoiles par exemple), il est 
envisageable de détecter des protéines à des concentrations inférieures à la micromole. Une 
augmentation graduelle de la concentration d’avidine déposée permettrait de déterminer 
expérimentalement cette limite de détection. En étudiant, par DRES, l’interaction entre la 
biotine et une protéine autre que l’avidine, la détection spécifique par DRES de l'avidine 
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serait démontrée. Ces investigations permettraient de prouver non seulement la sensibilité 
mais également la spécificité d’un biocapteur DRES développé utilisant des nanostructures 
fabriquées par LNI. De telles études n’ont pu être menées au cours de ma thèse car nous nous 
sommes intéressés à un modèle biologique plus intéressant car directement lié à l’applicabilité 
de la technique dans le domaine du diagnostic de maladies. En effet, nous avons utilisé la 
méthode DRES pour la détection de la MnSOD, un biomarqueur de maladies [26], en milieu 
physiologique. 
Dans ce cadre, nous avons utilisé un autre biorécepteur que la biotine. Celui-ci est un 
aptamère capable d’interagir spécifiquement avec la MnSOD. Un aptamère est une séquence 
d’ADN qui est défini et synthétisé artificiellement pour interagir avec une seule protéine et 
présente de nombreux avantages par rapport aux anti-corps, couramment utilisés pour la 
détection de protéines par DRES en milieu physiologique [142, 143]. Pour fonctionnaliser la 
surface, une extrémité de l’aptamère est composé d’un groupe thiol afin qu’il s’attache à l’or. 
Dans le cas présent, la molécule utilisée pour saturer la surface d’or libre a été le mercapto-
hexanol. Cette étape de saturation a été suivie par le dépôt de la solution contenant la 
MnSOD. Pour cette étude, deux longueurs d’onde excitatrices ainsi que différentes formes de 
nanostructures (nanocylindres et nanobâtonnets) ont été utilisées. Comme attendu, le spectre 
DRES après dépôt de la MnSOD, obtenu sur les nanostructures fonctionnalisées avec 
l'aptamère, est différent du spectre de l’aptamère. Les bandes spécifiques observées 
correspondent à celles de la protéine seule (obtenues lors d'un précédent travail [79]) 
permettant ainsi une identification précise de la protéine MnSOD. Une étude à différentes 
concentrations de MnSOD a permis de déterminer que notre biocapteur assure la détection de 
la protéine pour des concentrations de l’ordre de 10-8 M. Ces résultats prouvent qu’il est 
possible d’identifier la protéine et de détecter directement sa présence, même à faible 
concentration. De plus, le dépôt d'une protéine qui n'est pas capable de se lier à l'aptamère, la 
BSA dans notre cas, n’induit aucune variation du spectre DRES de l'aptamère, démontrant la 
spécificité de notre détection. Après s'être assuré de la sensibilité et de la spécificité, la 
détection de la protéine MnSOD a été réalisée dans deux milieux physiologiques, que sont le 
sérum et la salive, prélevés chez l'homme. Dans les deux cas, nos expériences démontrent que 
MnSOD est détectable pour des concentrations en protéine de l’ordre du 10-9 M. 
 Ce travail démontre que la combinaison de la DRES et de la lithographie électronique a 
permis la conception d’un biocapteur sensible et spécifique. Nos résultats de mesure dans les 
milieux physiologiques montrent que la sensibilité et la spécificité de notre biocapteur permet 
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la détection de la protéine endogène. Malgré l'utilisation de mêmes nanostructures, nos 
résultats montrent que le spectre DRES aptamère/MnSOD est variable, avec une intensité du 
signal qui n’est pas homogène sur toute la surface. Cette variation pourrait venir de la façon 
dont l’aptamère s'est déposé sur les nanostructures, ce qui conditionnerait l'interaction avec la 
MnSOD. En effet, si la MnSOD se lie sur les côtés de l’aptamère ou que l’espace entre deux 
aptamères est inférieur à celui nécessaire pour la liaison de la protéine, la liaison de MnSOD 
sera affectée. De plus, l’intensité du signal DRES n’augmente pas linéairement avec la 
concentration, ce qui suggère que la majorité des sites d’accroche possibles entre l’aptamère 
et la MnSOD est saturé à faible concentration (de l’ordre de 100 nM). L’établissement d’une 
courbe de calibration, qui donnerait l’intensité du signal DRES en fonction de la 
concentration en protéine, est possible à condition d’ajuster petit à petit la concentration 
(augmentation par pas de 1 nM en commençant à 1 nM). Ainsi, une détection quantitative de 
la protéine serait réalisable. La spécificité de l’aptamère a été testée uniquement avec la BSA. 
Il serait intéressant d’étudier l’interaction de l'aptamère avec d'autres protéines de la même 
famille, telle que ZnSOD ou CuSOD, confirmant la détection unique de la MnSOD. 
 
Au delà de la détection en faible concentration de protéines, un autre avantage de 
l'approche DRES est d'obtenir la signature spectrale unique d’une protéine [130, 203]. Grâce à 
l'analyse des bandes obtenues (bandes amides caractéristiques de la structure, bandes des 
différents acides aminés aromatiques, etc), il est possible d'acquérir des informations 
précieuses sur la conformation protéique [69, 79, 137]. Un changement de la structure de la 
protéine d'intérêt induit donc un changement de sa signature spectrale [134, 187, 204]. Dans 
le cadre de ma co-direction avec le laboratoire ASIH, j'ai choisi d'étudier le spectre DRES de 
la protéine Syk, dont le modèle d'activation implique des modifications par phosphorylation, 
qui conduisent à au moins deux conformations [38]. Récemment, l'une des conformations de 
Syk, la forme non phosphorylée, a été obtenue par diffraction des rayons X [34]. En dehors de 
données générées par microscopie électronique [33], aucune donnée structurale résolutive n'a 
été obtenue sur la forme phosphorylée. L'étude de la structure de la protéine a été réalisée sur 
des nanocylindres produits par LE. Bien que les nanobâtonnets couplés donnent une meilleure 
sensibilité de détection, nous avons choisit l'utilisation des nanocylindres car il n'est pas 
possible d'estimer la position de la RPSL avec le mode de mesure utilisé pour l’étude de Syk. 
En effet, l'analyse de la structure de Syk devait se faire en milieu aqueux afin d'être dans les 
conditions les plus proches de celles in vivo. Par ailleurs, il est extrêmement difficile d'estimer 
le taux de recouvrement de la surface de la nanostructure par la protéine. Ces deux facteurs 
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(milieu aqueux et déposition aléatoire de la protéine sur l'échantillon) influençant 
significativement la position de la RSPL, il est difficile de prédire quelles nanostructures 
seront les plus appropriées. De ce fait, notre étude a été faîte sur des nanocylindres de 
différents diamètres permettant ainsi l'obtention de plusieurs positions pour la RPSL et donc 
de choisir le nanocylindre qui donne le plus fort signal DRES. La protéine Syk, quant à elle, 
existait sous deux formes, une forme phosphorylée et une forme non phosphorylée, cette 
dernière ayant été obtenue à partir du processus de déphosphorylation de la protéine 
phosphorylée. En parallèle de l'étude structurale, l'activité kinase ainsi que l’implication de 
phosphorylations spécifiques (Y323, Y352 et Y525) décrites pour être associées à son 
activité, ont été observées par Western Blot (WB). Les résultats indiquent que lorsque Syk est 
globalement phosphorylée, elle l’est également sur les résidus Y323, Y352 et Y525, suggérant 
une protéine active. A l’inverse, lorsque Syk est déphosphorylée après l’ajout de la 
phosphatase CIP, elle ne l’est pas sur les résidus Y323, Y352 et Y525 indiquant que la 
protéine est probablement inactive. L’activité de ces deux formes a été mesurée par la 
capacité d’autophosphorylation de ces deux formes de Syk après l’ajout d’ATP in vivo. 
Conformément au modèle proposé [38], notre test kinase a confirmé que la forme modifiée de 
Syk est active alors que la forme non modifiée est catalytiquement inactive.  Par ailleurs, les 
données acquises grâce aux spectres DRES des deux formes de la protéine montrent que Syk 
subit un réarrangement structural lorsqu’elle est phosphorylée. En effet, les spectres obtenus 
sont très différents mais indiquent tous deux l’existence de pics spécifiques d’acides aminés 
ainsi que des bandes amides II et III, caractéristiques de la structure de la protéine. L'analyse 
des pics du spectre de la forme non phosphorylée révèle que Syk interagit avec la surface d'or 
via un résidu cystéine de son inter-domaine A. De plus, ce spectre montre une très forte 
intensité des pics associés à certains acides aminés (phénylalanine, tyrosine, tryptophane), ce 
qui démontre leur présence en grand nombre proche de la surface de la nanostructure. En 
accord avec les résultats de la diffraction par rayons X, nous montrons que Syk ne perd pas sa 
structure lorsqu'elle interagit avec l'or. Par ailleurs, les spectres de Syk phosphorylée et Syk 
déphosphorylée sont différents, avec des variations comme une diminution de l’intensité de 
certains pics ainsi que leur décalage en position. Ces changements, qui sont connus pour être 
induits par la phosphorylation [134, 204], tendent vers un changement de structure de la 
protéine. Sachant que l'activité de la protéine dépend de sa phosphorylation, nos résultats 
démontrent donc que l'activité de Syk est directement liée à son changement structural. Sur la 
base de nos signatures spectrales et de la littérature, nous proposons deux modèles de la 
structure de la protéine, l’un pour lequel Syk est considérée comme non phosphorylée et 
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inactive et l’autre lorsqu’elle est phosphorylée et active. Sachant que les phosphorylations de 
Syk sont séquentielles, l'hypothèse d'états de phosphorylation partiels induisant des états 
structuraux transitoires peut être émise. Une étude de la structure de Syk graduellement 
phosphorylée, liée à une mesure de son activité permettrait de définir le nombre minimal de 
sites phosphorylés requis pour son changement de structure. Ces mesures devraient permettre 
l'établissement d'une banque de donnée de signatures spectrales de Syk, en fonction de son 
statut de phosphorylation et de son activité. Pour réaliser cette banque, l’approche la plus 
simple serait d’induire la phosphorylation « contrôlée » de Syk, puis de faire les mesures 
DRES. Une approche utilisant une cellule liquide et dans laquelle une mesure DRES serait 
effectuée en continue permettrait d’étudier les arrangements structuraux de Syk in situ en 
fonction de son degré de phosphorylation. En effet, dans un premier temps, la protéine en 
solution se lierait aux nanostructures d’or.  Puis le passage d’une solution contenant les 
éléments nécessaires à la phosphorylation de Syk, permettrait à la protéine préalablement 
fixée de se phosphoryler séquentiellement tout en collectant un éventail des mesures 
spectrales DRES qui correspondraient aux états conformationnels transitoires de Syk. Il est à 
noter que ce système de mesure n’est envisageable que par un contrôle de la température ou la 
quantité d’ATP requise à la réaction kinase dans la cellule liquide. Sur la base de ces résultats, 
il serait intéressant d'analyser la structure de Syk endogène dans des cellules de personnes 
saines ou des personnes atteintes de maladies, comme la LLC. Une comparaison des 
signatures spectrales de Syk endogène permettrait de suggérer si cette protéine peut être 
considérée comme un éventuel biomarqueur de la LLC. En effet, s’il est possible d’identifier 
des différences significatives entre les spectres DRES de la protéine issue de personnes saines 
et de la protéine issue de patients, ces résultats démontreraient que Syk n’a pas la même 
structure ni la même activité. L'utilisation de l'approche DRES est donc une technique de 
choix pour la caractérisation structurale de protéines, avec et sans modifications par 
phosphorylation. 
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VIII. Conclusion 
 
 
Dans ce manuscrit est présenté mon travail de thèse concernant le développement d’un 
biocapteur sensible, reproductible et spécifique utilisant la diffusion Raman exaltée de 
surface. Dans un premier temps, nous avons souhaité détecter des protéines à l’aide de 
nanoparticules en solution en se basant sur la résonance des plasmons de surface localisés. 
Nous avons montré que ce système permet la détection des protéines mais il nous est 
impossible de les identifier en se basant uniquement sur des mesures de RPSL. En effet, le 
décalage induit par les protéines sur la position de la RPSL était constant en fonction du poids 
moléculaire des protéines. C’est pourquoi, nous avons décidé de poursuivre notre travail sur la 
conception d’un biocapteur utilisant la DRES, ainsi que des surfaces nanostructurées à la 
place de nanoparticules colloïdales. Le choix du remplacement des nanoparticules colloïdales 
en solution par des surfaces nanostructurées a été fait dans le but de mieux contrôler 
l’intensité du signal DRES afin que celle-ci soit reproductible d’un biocapteur à un autre. 
Nous avons mené des études pour l’optimisation des nanostructures afin d’obtenir une 
intensité DRES maximale tout en gardant un haut niveau de reproductibilité de cette intensité. 
Nous avons démontré que les techniques de lithographie, notamment la lithographie par 
nanoimpression ainsi que la lithographie électronique, assurent un excellent contrôle des 
paramètres géométriques des nanostructures et permettent la détection de molécules pour des 
concentrations de l’ordre de 10-9 M pour des cylindres, voir 10-12 M dans le cadre de 
nanostructures couplées. Ces deux techniques de fabrication assurent un niveau de 
reproductibilité convenable, sachant que la lithographie électronique assure une très faible 
variation de l’intensité DRES mesurée et donc une meilleure reproductibilité que la 
lithographie par nanoimpression. Toute fois, ces deux approches remplissent la condition de 
reproductibilité du biocapteur et l’optimisation des nanostructures donne lieu à une bonne 
sensibilité. Par ailleurs, la sensibilité mais surtout la spécificité du biocapteur sont 
dépendantes de la fonctionnalisation de la surface métallique des nanostructures. 
Nous montrons qu’une surface d’or fonctionnalisée avec de la biotine assure la 
détection de l’avidine. Dans la même étude, nous avons démontré que notre système de 
fonctionnalisation est spécifique et que la détection de l’avidine peut se faire pour des 
concentrations inférieures à la micromole. Ces résultats ont été obtenus avec un biocapteur 
fabriqué par lithographie par nanoimpression, démontrant que cette technique est 
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envisageable pour la conception de biocapteurs utilisant la DRES. Par ailleurs, cette technique 
permet de produire un grand nombre d’échantillons ainsi que de nanostructurer de grandes 
surfaces pour de faibles coûts, ce qui ouvre la porte à une application à grande échelle, 
notamment dans le domaine médical, de l’utilisation de biocapteurs basés sur la DRES. 
L’application médicale a également été démontrée dans ce manuscrit. En effet, nous avons 
développé un biocapteur permettant la détection d’un biomarqueur, la manganèse superoxide 
dismutase (MnSOD). Ce travail a été mené sur des nanostructures d’or produites par 
lithographie électronique puis fonctionnalisée avec un aptamère. Cet aptamère, qui est une 
séquence d’ADN synthétisée pour avoir une forte affinité avec la protéine d’intérêt, nous a 
permis de détecter la MnSOD à des concentrations de l’ordre de la nanomole. De plus, suite à 
la démonstration de la spécificité de la détection, ce biocapteur a pu être appliqué à la 
détection de la protéine dans des milieux physiologiques. Ainsi, le signal DRES de la MnSOD 
a pu être mesuré dans la salive ainsi que dans le sérum. Ces derniers résultats démontrent la 
possibilité d’utiliser les biocapteurs DRES à des fins médicales pour la détection de 
biomarqueurs. Par ailleurs, l’établissement d’une courbe de calibration indiquerait la 
concentration de la protéine dans le milieu considéré, et donc son niveau d’expression. 
En plus d’un fort niveau de sensibilité assurant la détection de protéine en faible 
concentration, la DRES est une excellente approche pour caractériser la structure des 
protéines. Nous avons étudié une autre protéine d’intérêt biologique, la spleen tyrosine kinase, 
Syk, qui est une protéine jouant un rôle dans une leucémie (leucémie lymphoïde chronique). 
Son niveau d’activité kinase est prépondérant dans ses interactions avec d’autres protéines, or 
cette activité est liée à son état de phosphorylation, ce qui influence la structure de la protéine. 
En effet, nous montrons que la forme phosphorylée et la forme non phosphorylée de Syk 
présentent des spectres DRES différents. Nous avons pu relier ces spectres à la conformation 
de la protéine, démontrant ainsi que la phosphorylation induit des variations dans la structure 
protéique. Par ailleurs, des mesures d’activité nous ont permis de mettre en évidence que la 
protéine phosphorylée est active tandis que la protéine non phosphorylée ne l’est pas. Grâce à 
toutes ces données, nous avons démontré que l’activité de la protéine Syk est directement liée 
à sa structure. 
 
Les différents travaux réalisés au cours de cette thèse indiquent la possibilité d’utiliser 
la DRES non seulement pour observer des changements structuraux de protéine induit par des 
modifications post-traductionnelles, mais aussi pour la conception d’un biocapteur 
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reproductible, sensible et spécifique. Afin d’observer les variations de structures des 
protéines, les surfaces métalliques ne sont pas fonctionnalisées contrairement à celle des 
biocapteurs. Cependant, la création d’une fonctionnalisation de surface n’influençant pas la 
structure de la protéine et n’ayant pas un fort signal DRES, pourrait permettre l’étude de la 
structure des protéines endogènes, ce qui pourrait permettre une meilleure compréhension de 
certaines pathologies ainsi que de leur évolution. 
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Les protéines jouent un rôle important dans les cellules, via leur acticité enzymatique 
et les interactions qu’elles mettent en jeu. Ces fonctions sont principalement basées sur la 
structure des protéines. Afin de détecter leur présence, et de caractériser leur structure, nous 
nous sommes appuyés sur les propriétés optiques des nanostructures. La résonance des 
plasmons de surface localisés (RPSL), ainsi que la diffusion Raman exaltée de surface 
(DRES), nous ont permis de détecter différentes protéines. Une optimisation des 
nanostructures nous a également permis de concevoir un biocapteur basé sur la DRES, qui 
soit sensible, reproductible et spécifique. En effet, la détection spécifique d’un biomarqueur 
pathologique, la protéine Manganèse SuperOxide Dismutase (MnSOD), a été réalisée grâce à 
l’utilisation de nanostructures optimisées et fonctionnalisées avec un aptamère (séquence 
ADN). Avec ce système, nous avons démontré la détection de la MnSOD à des concentrations 
physiologiques dans des fluides corporels comme le sérum et la salive. Enfin, l’étude de la 
structure de la protéine Spleen Tyrosine kinase (Syk), par DRES, nous a permis de mettre en 
évidence un réarrangement structurale de Syk lors de sa phosphorylation. Une étude 
complémentaire par Western Blot montre que son activité kinase est dépendante de son état 
de phosphorylation indiquant que la structure et l’activité de Syk sont liées. L’ensemble de 
ces travaux contribue à une meilleure connaissance de l’interface entre la physique et la 
biologie. 
 
Optimization of plasmonics nanostructures for detection and characterization of 
proteins structure by Surface Enhanced Raman Scattering 
 
 Proteins play an important role in cells via their enzymatic activity and their 
interactions. Their functions are mainly based on the protein structure. In order to detect their 
presence and to characterize their structure, we used optical properties of nanostructures. The 
localized surface plasmon resonance (LSPR), as well as the surface enhanced Raman 
scattering (SERS), allowed us to detect various proteins. We also optimized nanostructures to 
build a sensitive, reproducible and specific biosensor based on SERS. Indeed, specific 
detection of one pathological biomarker, the Manganese SuperOxide Dismutase (MnSOD) 
protein, was investigated by using optically optimized and aptamer-functionalized 
nanostructures. Using this system, we were able to detect the MnSOD at physiological 
concentration in body fluids, such as serum and saliva. Finally, the structural study of the 
Spleen Tyrosine kinase (Syk) protein by SERS, allowed us to demonstrate that its structure 
varied with its phosphorylation levels. A complementary Western Blot analysis showed that 
the Syk kinase activity depended also on its phosphorylation state, meaning that the structure 
and the activity of Syk were linked. Altogether, these data contributed to a better 
understanding of the interface between physics and biology. 
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